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I N T R O D Ü C C I O N
generalldades sobre las lectinas
El comportamiento social de la oêlula vlva,que 
comprends, la comunlcaclôn Intercelular, la regulaclôn 
del creclmlento y de la dlferenclaclôn, la respuesta In 
mnnolôglca, y qulzâ tamblén la aparlclôn de tumores ma- 
llgnps, esté medlado, de manera esenclal, por la super­
ficie de la célula, y mâs concretamente, por las molécu 
las de azûcar ramlflcadas, que se encuentran en la mls- 
ma. El haber reconocldo reclenteroente estos hechos, y 
el que el avance en los conoclmlentos sobre la estruc- 
tura y funclones de la superficie celular, vaya en aumen 
to, se debe en gran parte a los estudlos reallzados en 
los ûltlmos anos, sobre las propledades de un tlpo de / 
protelnas llamadas lëctlnas.
Algunas de las moléoulas llpldlcas y protelcas 
que constltuyen la membiana externa de la célula, lie - 
van cadenas ramlflcadas de molécules de azûcar C ollgo- 
sacérldos ), que sobresaleh dë la superficie celulàr; _ 
son gllcolîpidos y gllcoprotelnas. La idea tradlclonal 
para expllcar el fenémeno, ya sufIclentemente establecl 
do, de la Interacclén entre lectinas y células, se basa, 
en que poseyendo las primeras mûltiples puntos de unlén, 
al llgarse à los sacérldos de la superficie celular, po 
nen en conexiôn gran nûmero de células, provocando su /
" aglutlnaclén " 6 reagrupamlento. No obstante, numéro-^  
sas abservaciones y datos publlcados, ponen en tela de 
julclo tan sencllla expllcaciôn del fenémeno. Esto, no 
puede sorprenderno s, si por un momento, tenemos en cuen 
ta, la dlsparidad que presentan taies molécules en cuan
to a estructura,. propledades fIsico-qulmicas, y activ^ 
dad Exlolôglca.
Los efectos que se observan al estudlar esta / 
aglutlnaclôn celular provocada por las lectinas, bajo / 
dlstlntas condlciones, y varlando el tlpo de células asl 
. CQiDo la lectina, parecen sugerlr, que han de tomarse en 
cuenta una serle de factores, de manera que el efecto /
" puente " célula - célula, no sirve por si solo como _ 
respuesta a las mûltiples incognitas que la investIgacI6n 
en este terrene, présenta dla a dla, y asl, este proce- 
so de aglutlnaclén, se nos muestra como un mecanismo mâs 
complejo.
Hagamos pues, un breve repaso de la Informaclén 
de que dlsponemos basta la fecha, acerca de las lectinas, 
asl como de los fenûmenos que desencadenan en la membra- 
na celular.
Aspectos hlstérlcos
El estudio de este grupo de sustancias, fue inl 
clado por Stlllmark., qulen en 1888, dié la primera des- 
crlpclén de lo que ahora llamamos lectina, en un informe 
sobre el fenémeno de hemaglutinac iôn provocado por extrac 
tos de plantas, presentado en la Universidad de Dorpat /
C Estonia I. Stlllmark, estaba investigando, los efectos 
téxlcos que tlenen sobre la semgre, los extractos de se- 
millas de rlcino C Ricinus communis 1, y observé, que da 
ban lugar a una aglutinacién de glébulos rojos. Logré de 
mostrar,que la sustancia responsable, era una prote£na,a 
la que dlé el nombre de ricina.
Poco después, H. EDellin, consiguié aislar una 
nueva aglutinina, de los extractos téxicos de semillas _ 
dé Abrus precatorius, y la denominé abrina.
Ambas aglutlnlnas, llamaron de Inmedlato la /
atenclén del Eiaoter 16logo P. Ebrllch, qulen descubrl6 ,
que dlchae sustancias, podlan utUlzarse en algunos pro_ 
blemas de inmunologla, en lUgar de la tox'ina diftêrica, 
de uso corriente en aquella época.
Con la ayuda de la ricina y de la abrina, Ehr
llch, pudo establecer que el fenémeno de la inmunoespe-
clflcldad, estaba relaclonado con el antlsuero.
En 1908, Land Steiner y Ranbltschelc., aflrmaron, 
que las lectinas poseen especifIcldad de especle, basa- 
dos en la comparacldn de la actlvldad aglutinante de va 
rlos extractos de semillas, frente a glébulos rojos de 
dlstiiitos animales. No obstante, hasta la década de los 
40, se slguié mantenlendo la no - espeoIfloIdad de las 
bemaglutininas.
Los primeros expezImentoa, se llevâron a oabo 
en su mayoria, con simples extractos vegetales. La pri­
mera lectina que se logré purlflcar, fue la concanavall 
na A C €on A 1, procédante de la judla C canavalia èu- 
siformis I , que fue cristalizada en 1919 por J.B.Sumner. 
En 1936, Sumner y BOowell, comprobaron que por adicién / 
de la Con A, se provocaba la precIpltaolén de una solu- 
cién de glucégeno, y por otra parte, que el azûcar de / 
cafia, inhibla la aglutlnaclén de los glébulos rojos por 
la Con A. W. Watklns y W. Morgan, confirmaron en 1952 
la inhlbicién de la actlvidad hemaglutlnante por azûca- 
res sencillos, estableciendo en 1953 la relaclén exis­
tante entre los azûcares y la especificidad de grupo / 
sangulneo. Al mismo tlempo, estos trabajos, suponen una 
de las primeras pruebas de la presencia de azûcares en 
las membrànas celulares.
En tanto, Boyd en 1945, habla descublerto la 
especificidad de grupo sangulneo de las aglutininas, _ 
trabajando con el baba de Lima C grupo A especIfica \ .
Este descubrtmlentor fue conflrmado mâs adelante por / 
K.O. Renkonen, al encontrar en las semillas dèl Lotus te 
tragonolobus, una aglutlnina grupo O especifica. La bûs- 
queda de \lna aglutinina B-especifica, fue mâs larga, pe 
ro finalmente, r.J. Goldstein, logré aislar una de las 
semillas de Bandeiraea simplicifolia, nô hace mucho tiem 
po.
La primera denominacién que recibieron estas 
sustancias, fue la de bemaglutininas, y mâs tarde la de 
fitobemaglutininas, por su origen vegetal. Con el tlempo, 
se descubrld que tamblén poseian capacldad de aglutinar 
otros tlpos de células C llnfocltos, fibroblastos, esper 
matozooa....I, y que podian aislarse de algunos Inverte- 
bradoa como el caracol, o vertebrados como la angulla / 
eléctrlca. Dada la necesldad de un término mâs eunpllo, y 
en basa a sus ceracteristlcas de selectividad, Boyd en _ 
1954, pfopuso la denomlnaolén general de lectinas, para 
englober a este grupo cada vez mâs nuroeroso de sustan- 
ciaa.
Clertaa lectinas son mltogênlcas C 1-4 1 en / 
cuanto que son capaces de estimuler la transforméeién de 
loa llnfocltos en grandes células de tlpo blâstlco, las 
cuales, en ültima Instancla, sufren una mitosis. En este 
aspecto, las lectinas suponen una Interêsante aportacién 
a los estudlos de cItogenétIca, y al avance en la compren 
slén de las relaclones entre la anormalidad croroosémlca, 
y las enfermedades bumanas.
El inlclo de estos estudlos, se sitûa en 1960, 
cuando P.C. Nowell C i  l comprobé que la fitohemaglutini 
na C PHA 1, la lectina de la habicbuela colorada, podia 
estimular a los linfocitos. La semejanza entre los acon 
tecimientos que tienen lugar en el linfocito tras la es- 
timulacién por lectinas, y las reacciones de inmunidad 
por induceién antigénica, es la base del papel de las /
lectinas en Imaunologla.
La estlmulaclôn de llnfocltos E por lectinas, 
provoca la slntesls de Inmanoglobullnas, y la correspon- 
dlente de llnfocltos T, convierte a estos en células de£ 
tructoras de cualgulera otra extrana, de la misma forma 
que el rechazo de un tejldo trasplantado.
Aparté su funclén en el estudio del mecanismo 
de la respuesta Inmune, y en el dlagnéstlco de deflcien- 
clas Inmunoléglcas, las lectinas slrven para detectar la 
seaslblllzaclén provocadà por agentes infecclosos, y pa­
ra vlgllar los efectos de ciertas formas de Inmunotera- 
pla. .
La estimulaclén de llnfocltos por lectinas,cons 
tituye asimlsmo, una berramlenta més en el examen de los 
procesos bipqulmlcos que tienen lugar en la conversién - 
de una célula en reposo, en otra en crecimlento activo .. 
Los experimentos demuestran que dlcha estimulaclén, co- 
mlenza con una serle de acontecimlentos en la membrane / 
celular, pero hasta la fecha, se desconoce el mecanismo 
molecular mediante el cual se hace pasar la senal a tra 
vés dé la membrana. G.L. Nlcolson y T.H. Jl, han obte- 
nldo indlclos de la existencla de un efecto de agrupa- 
mlento de receptores en la membrana fluide, pero aün es­
té 'por comprobar si taies efectos " transmembrana " son 
générales.
Dado que al Igual que la aglutinacién, la est! 
mulaclén mltogênlca es el resultado de la unlén de la 
lectina a g1icoproteinas o gllcolîpidos de la superficie 
celular, a través de las unidades glucldlcas, estos estu 
dlos han aportado informaclén de gran interés, acerca de 
la estructura y organizacién de los sacérldos en la mero- 
brsna. Las experiencias llevadas a cabo, principalmente 
con la Con A y la PHA, revelan con detalle, la composi- 
Cién de los receptores.
Cuando se estudla la estimulaclén jnitogénica 
o cualquler otra propledad de los linfocitos, es frecuen 
te tropezcu: con sérias dlficultades, debido a la gran / 
hetereogenedlad de estas células; ya incluse los procé­
dantes del mlsmo érgano, comprenden varias subpoblacio­
nes que difleren entre si, en sus propledades y funcio- 
nes biolégicas. Séria, por tanto, esenclal, separar los 
linfocitos de subpoblaclones horoogéneas, para hallar la 
correlacléns propledades —  papel blolôgico —  mécanismes 
de respuesta a diverses estimules. La faita de roétodos 
eflcaces para tal separaclén segûn su funclén biolégica, 
frena el desarrollo de mûltiples estudlos en este campe.
Entre las propledades de las lectinas, qulzâ 
la de mayor relevancla por su contribueién a la investi 
gaclén biolégica, es mm capacldad -de aglutinacién sele£ 
tlva de célulasmalIgnas. Este hallazgo, fue publicado 
en 1963 por C. Aub, como resultado de unos trabajos en 
los que observaba la respuesta de células normales y tu 
morsLles, a la Incubaclén con diverses enzlmas. De esta 
manera, descubrlé en la llpasa del germen del trigo, la 
propledad de aglutinar las células malignas, pero no / 
las normales; un estudio mâs profundo del enzima, puso 
de maniflesto su impurIficacién con una pequena protei­
ns , responsable de la aglutinacién, y que hoy dia deno 
mlnamos aglutlnina del germen de trlgo C WHA ) .
Mâs adelante, L. Sachs y M. Inbar, hallaron 
la misma propledad en la Con A. Esto signified para los 
clentlflcos, la posibllldad de profundizar en las inve£ 
tlgaclonhs del câncer, ya que ésta, era una de las po- 
cas lectinas de que se dlsponia.cornercialmente en esta- 
do puro.
Sachs, Ben-Ami Sela, H.Lis y N . Sharon, obser 
varon que la aglutlnina de soja C SBA I, taunblên podia 
distlnguir las células normales de las malignas, y desde
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entonces se ha demostrado que numerosas lectinas poseen 
esta actlvldad.
En general, las células malignas se aglutlnan 
con concentrée lones may Bajas de lectina, mientras que 
las normales, necesltan de una concentraclén de JLO a 20 
veces superior.
M. Burger, comprobé, que una pequena propor- 
clén de las células normales, si se aglutlna. Identlfi- 
cadas las células, observé que estaban en proceso de ml 
tosls, y por tanto dedujo que la membrane celular normal, 
durante la dlvlsién, se asemeja en clerta forma a la de 
las células transformadas.
En 1971, A.A-. Hoscona, demostré por primera 
vez, que el efecto de la Con A sobre las neuronas de la 
retina de embrlén de polio, dependla en gran parte de. _ 
la edad del embrlén. Estos y otroS resultados, apuntan 
a la Idea de una alteraclén dréstlca de las moléculas / 
portadoras de carbohldratos en la superficie celular,en 
funeién de su estado évolutive, lo que segdn algunos - 
autores, constitulrla un aspecto integral del programa 
global de diferenciaciôn celular.
Si bien en un princlpio se supuso, que si las 
células normales no aglutlnaban era porque la lectina 
no se unla a la membrana, o la cantidad ûnida era insu- 
ficlente, las experiencias posteriores damostraron, an­
te el asombro general, que taies suposiciones eran fal- 
sas. Mediants lectinas marcadas con isétopos radiacti- 
vos, se puso de manifiesto que el nûmero de moléculas / 
de lectina, unidas a la Superficie de la célula ara el 
mismo, tanto si estas se aglutlnaban, como si no. Por / 
otra parte, el tratamiento de células normales con enzi 
mas proteollticos, las hace sensibles a la aglutinacién, 
en la misma medida que lo son las células tranSformadas, 
aunque se demuestra que el tratamiento enzimétlco, no
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hace varlar el nûmero de moléculas de lectina unidas.
Se ha ensayado el uso de estas lectinas en la 
inhlbicién del crecimlento tumoral, tanto " in vitro " 
como " in vivo " C 5 1, e Incluso C 6 l, se ha Intenta- 
do la imnunlzaclén frente a los tumores en el .ratén, / 
utlllzando pollmerbs slntétlcos con lectina unida.
El uso de las lectinas en el terreno bioquîmi 
co de los procesos de alslamlento y purificacién, se ha 
extendIdo en la ûltima década. Basado en las caracterl£ 
tlcas de e^eclf le Idad glucldlca que presentan algunas 
lectinas, la nueva técnlca de cromatografla de afinidad, 
se esté desarrollando répldamente en los ûltimos tiem- 
pos. Con su ayuda, se ha conseguldo el alslamlento y pu 
rlfIcaclén de mûltiples pollmeros que contlenen restos 
glucldlcos, asl como la determlnaclén de su estruetura 
qulmlça. De la misma forma esta técnica puede utilizar- 
se en sentldo inverso, para el alslamlento de las nue- 
vas lectinas, prevlo descuhrimlento de su azûcar o azû­
cares especlflcos.
Haclendo una pequena slnopsls de las propieda 
des observadas en* las lectinas, y las apllcaciones que 
de ellas han surgldo, podrlamos resuroirlas en los si- , 
gulentes puntos :
J.. - EspeclfIcldad para los grupos sangulneos huma- 
nos. Apllcado a la tipiflcacién sangulnea, 
diagnosis de secretores, identificaclén de / 
nuevos tlpos sangulneos, y estudlos estructu- 
rales de las sustancias caracterlsticas de gru 
po.
2.— Unlén a azûcares. Utllizado en el estudio de 
receptores especlflcos de proteinas.
3.- Inducelén de mitosis en llnfocltos. Apllcado
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al estudio de la conatltuclén cramosdmlca ce­
lular, y detecclén de anorma1Idades cromosdml 
cas.
4. - Aglutlnaclén de células ttattoralés. Utllizado
en la Investlgaclén de la arqultectura de las 
superficies celulares, y sus canblos bajo el 
proceso de transformaclén..
5.- Preclpltaclén de pollsacérldos y gllcoprotel­
nas. Utllizado en el asllamlento, gwrIfIcacfén 
y estudlos e structurales de pollmeros con res 
tos glucldlcos; asimlsmo, como modelo para / 
las reacclones antlgeho-antlcuerpo.
A la vlsta de las conslderabd.es ventajas que 
ofrece este grupo de sustancias y la amplltud de sus po- 
sibllIdades de apllcaclén en las investIgaclonesi blolégl 
cas, pudlera parecer sorprendentemente senclllo y renta­
ble la exbenslén de su uso a gran nûmero de cuestlones . 
Sin embargo, su aislamiento y caracterizacién, présenta 
a menudo graves dlficultades, debido a la heterogeneidad 
de eatructura qulmica, que bajo la clasificacién general 
de protedûnas, poseen. Por otra parte, la falta de unifor 
midad en el comportamiento fIsico-qulmlco, fruto de lo 
anterior, retarda su puesta a punto, e^>eclalmente, para 
las apllcaciones dentro de la investigaclén molecular.
Alslamlento y caracterizacién de lectinas.
Las lectinas de origen vegetal, se encuentran 
localizadas fundamentalmente en las semillas, las cuales, 
en algunos casos, como el de las Legureinosas, contienen _
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eleyadas proporc iones de estas proteinas. Como ejemplo , 
podenKJs cltar el caso de la Con A que supone el 2-3 % /
del total proteico de las semillas de la canavalia eusi- 
formls C 7 1, y el de la SBA, que représenta el 1-1'5 % 
de las proteinas totales de la semilla de soja C Glycine 
max 1 C 8 1.
Antiguamente, el aislamiento de estas sustan­
cias, se realizaba por los métodos convencionales de / 
fracclonamlento de proteinas —  cromatografla de inter- 
ceuobio lénico, y otros adsorbentes como hidroxil apati- 
to —  , pero en la actualidad, se utiliza con preferen- 
cia a cualquler otro método, la técnica de cromatografla 
de afinidad. Algunas veces, se hace uso de adsorbentes 
ya cômerclalIzados C Sephadex 1, pero en la mayorla de 
los casos, la préparéeiôn de la columna, conlleva sérias 
dlficultades. Con todo, la senclllez de la préparéeiôn, 
el alto rendlmlento, y el hecho de que las condiciones / 
de trabajo minimlcen cualquier posible dégradéeiôn de la 
lectina, suponen Interesantes ventajas a considérer en 
cada caso concreto.
En lineas générales, las fases de que suele / 
constar un proceso de aislaunlento de lectinas, son las 
slgulentes :
En primer lugar, una extraceiôn de las semi- , 
lias, medianfe solueiôn tampôn de fosfatos, isotônica , 
en general, PBS pH= 7*0 - 7*4, a temperature ambiente 
o infer lores C 9, 3.0 }, y con tiempos variables de mace- 
raciôn. A continuaciôn, se procédé a la decantaciôn y / 
centrifugéeiôn del sobrenadante. En este extracto bruto, 
se provoca la precipitaclôn de las proteinas, mediante 
SO^ Ig ; el precipitado se dializa trente a solu-
ciôn saline de fosfatos, o simplements ague desionizada, 
llofillzéndose después, el extracto proteico que contie- 
ne la lectina, y almacenéndose a muy baja temperature /
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[c -20. I —  c -80 C, hasta su utilizaclôn.
Cuando se tra ta de lectinas de procedencla ani­
mal, C -11,12 1, los detalles concretos de la ex trace iôn, 
varlan llgeramente, pero se slguen las mismas pautas gé­
nérales.
A partir de este punto, y para la purIfIcacIôn, 
suele hacerse uso, como ya hemos menclonado, de la croma 
tografla de afinidad, si bien, y segûn queda Dnpllclto 
en la propla técnlca, la variedad de adsorbentes y siste 
mas de eluclôn, no tiens limites. Asl por ejemplo, y pa 
ra una misma lectina, la W3A, exlsten dbs métodos, C 13, 
14 1 que utillzan como adsorbents ovomueoide, fljado a 
una matrlz inerte; otros dos utillzan N - AC - 61c unlda 
a Sepbarosa C 15,1.6 1, y finalmente, otro en el que la / 
qultlna pulverlzada y eropaquetada, slrve como matrlz y 
1 Igando al mismo tlempo C17 1.
Como sistemas de eluclôn, los més sencillos , 
consisten en soluclones, de dlferente concentraciôn, del 
azûcar especlfIco de la lectina problema. Sin embargo, 
tamblén es cor riante al simple uso de soluc iones tampôn 
con gradients de pH ô de fuerza iônlca.
El seguimiento de la lectina en las fracclones 
recogidas, se reallza bien mediants test de hemaglutina- 
ciôn C 18 - 20 l, bien por medida de la absorbancla a / 
280 nm . Para su caracterIzacIôn posterior, se hace uso 
de la .electroforesls sobre gel de pollacrilzunida y el _ 
anâlisis de a.a.
Asl, con procedimlentos que slguen este esque- 
ma general, han sldo alsladas t la Con A C 21,22 1, la 
lectina de la lenteja C Lens esculents I C 23,24 1, la / 
del gulsante C Pisum sativum 1 C 25 I, la de las semillas 
del OqIIcEios biflorus C 26 1, la del caracol C Helix po— 
matla I C 27 1, etc...
La obtenciôn de fraceiones homgéneas de las / 
lectinas purificadas, presents ciertos problemas. En pr^
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jner lugar, las. lectlnas pueden encontrarse en jnûltiples 
formas, con actlvldad bkloldglca similar, y solo llgeras 
dlferenclas en sus propledades quimlcas C 23-25,28-32 1. 
En segundo lugar, su oomportamlento cromatogrâfIco, asl 
como su aotividad bloldglca pueden verse influenclados 
notablemente, por la presencla 6 ausencla de clertos me 
tales C33~3t I, sobre todo Ca^^, y Un Flnal-
mente, el rango de pesos moleculares en que se encuen- 
tran esta# proteinas, es muy ampllo, desde 26.000 para 
la W6A C 37,38 I, a 2G9.000 para la lectlna del baba de 
Lima C 32,39 L. Ademds, mucbas lectlnas, estdn compues- 
tas de subunldades que sufren complejos procesos de aso 
clacldn — dlsoclacldn, dando lugar a varias formas de _ 
la mlsma lectina, que d If 1er en en el tamano molecular 
C 40,41 i, y actlvldad. Tzü. es el case de la Con A, for 
mada de cxiatro .mondineros, bablendose obtenldo un peso 
molecular de 55.000, y otro de 100.000 C 42 I, segûn / 
las condlclones de asllamlento.
Aspectos moleculares de la interaccldn lectina- mem­
brane
Ya hen» 8  menclonado anterlormente,algunos as­
pectos de la actlvldad bloldglca de las lectlnas, y su 
potenclalldad c<mo herrarolentas en el estudio de la com 
poslcldn y comportamlento de la membrane celular. En e£ 
te sentldo, su utllldad, hoy en die, estâ enfocada hacla 
dos nlveles dentro de la Investigacldn: 11 su apllcacldn 
cllnlca, y 21 su apllcaclôn en estudlos de los acontecl 
mlentos moleculares a nlvel de membrana. En este segun­
do punto, es en el que se hallan centrados actualmente 
numerosos trabajos, encamlnados a dllucldar la etiologîa 
de los procesos cancerIgenos. La capacldad mltogénica _
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de las lectlnas, asl como la de detencldn del creclmlen 
to de câlulas tumorales, vlenen slendo utlllzadas en el 
alslamlento de receptores de las mlsmaa, y las varlaclo- 
nes de estos, en relaclôn con la transformaoldn celular.
, EUX primera Instancla, y demostrado que el nd- 
mero de moldculas de lectina llgadaa, es Igual en la mera 
brana de una cêlula tumoral, que en la de una normal, ha 
krla que preguntarse, que es lo que Induce la aglutlna- 
cldn en un caso, y en el otro no. Una de las expllcaclo- 
nes mds corrlentes, se basa en la poslbllidad 6 no, de la 
agrupacldn de los receptores en el piano de la membrana. 
Los expérimentes llevados a caso con moldculas de lecti­
na marcadas con ferrltlna, 6 a las que se ha llgado un 
colorante fluorescente, permîtes detectar su situâtIdn, 
median te mlcrograf la, 6 simplemente el microscopic dptl- 
co. Estas experlenclas ponen de manif lesto que en las cê 
lulas normales, la distribueIdn de las moléculaâ de la 
lectina, es al azar, mlentra que en las tumorales, apare 
cen agrupadas; la forméelôn coopérative de unlones, ex- 
pllcarla la dlferencla de aglutinabllldad.
, Ahora bien, las investigaclones tamblôn sugle
ren, que este agrupamlento, es inducido por la propla / 
lectina, y no debldo a una ordenaclôn preexlstente de e£ 
te tlpo, de los receptores glucldlcos. Estos hechos , /
apuntan hacla la hlpôtesis de una mayor fluldez de la _ 
mendbrana de la côlula mallgna, que permltirla la dlfusiôn 
lateral de los receptores, a travôs de la blcapa lîpfdi­
ce. Tamblôn se ha postulado, que este expllcarla la dis- 
minuclôn del poder de adherencla de la cêlula, su capacl 
dad d# mlgraclôn, e Incluso la pêrdlda de I4 Inhlblclôn 
de su multlpllcaclôn, por contacte con otraa células.
Partlendo de este punto, se han reallzado nu­
merosos trabajos, dlrlgldos a comprobau: si realmente los 
eambios en la dinêmlca de la superficie celular, se aju£
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tabah a tal correlaclôn. Para ello, sa ha comenzado por 
obfcener vin pardmetro significatlvo del grado de fluldez 
de la membrana. Este pardmetro, la mlcrovlscosldad de la 
regldn lipldlca, puede estimarse median te medlda de la 
polarIzacldn de la fluorescencla de una sonda, locallza- 
da en dlcha regldn. A esrte fin, el 3.,6 dlfenil 3,3,5 he- 
xatrleno C BPE I, ha side una de las mâs amplleunente utl 
llzadas C 43 I. De esta forma, empleando linfocltos y / 
llnfoblastos cuyo crecîmlènto se habla estimulado por me 
dlo de la Con A C 43 1, pudo observarse, que en las célu 
las en prollferacldn, el grado de polarlzacldn de la fluo 
rescencla era Inferior al de las células control; esto / 
supone, que la fluldez en la blcapa llpidica de la mem­
brana de las primeras, es superior.
En experlenclas simllares llevadas a cabo con 
poblaclones normales y leucémlbas de animales de experi- 
mentacldn C 44-49 1, se obtlenen resultados anélogos.
Estas dlferenclas en la mlcrovlscosldad de la 
membrana, pueden deberse, a.una deflclencla de coleste- 
rol, de cerca del 50% de la cantidad normal, en la super 
flcle de las células del llnfoma . La restauraclôn de / 
los nlveles normales lleva aparejada una marcada reduc- 
cldn en la capacldad tumoral de estas células C 46 ).
Estos descubrimlentos, han conducido a algunos 
autores C 47 1 a cpnclulr que la rolcroviscQSldad de la 
membrana de los leucocltos, normales 6 anormales, posee 
un papel fundamental, en la regulaclén de varias funcio- 
nes bloléglcas de taies células , " In vivo ".
Sln embargo, la relaclôn entre la fluldez de 
la membrana, y la movllldad de los receptores, no pare- 
ce tan sencllla de demostrar. En algunos trabajos reali 
zados utlllzando linfocitos de paclentes con: leucemla 
linfocltlca crônlca, llnfoma de Hodgkin, y llnfoma de / 
Burkitt, se observa que la movllldad de los receptores
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de la Con A, dlsmlnuye al aumentar la fluldez, y vice- 
ver sa. Similar correlaclôn se obtlene con fibrqblastos 
normales y transformados C 50 1. Esta dlnâmlca, concuer 
da con la hlpôtesis segôn la cual, los receptores de la 
Con A se éncuentran mâs expueStos hacla. el entorno acuo 
80, GUêindo la blcapa llpidica es mis rlgida y viceversa
csai.
Un segundo camlno para llegar a expllcar la 
movllldad de los receptores, séria a travôs de la deno- 
minada " hlpôtesis de la modulaclôn superficial "; en 
ella, las glIcoprotelnas especlfIcas de la superficie / 
celular, juegan un papel fundamental. Tales proteinas, 
Incluldas en muchos de los receptores superflclales que 
llgan molôculas de procedencia externa C hormonas, antl 
genos... I, colaboran en la medlaclôn. de funclones como 
la mltogênesls ô la adhesiôn întercelular.
La localIzaclôn de estos receptores gllcopro- 
telcoa, con movllldad lateral en el piano de la membra­
na, puede esquematlzarse, en general, de la slgulente 
forma: la molôcula se encuentra atravesando la blcapa / 
lipldlca, de manera que présenta restas protelcos hacla 
el cltoplasma, y la parte glucidlca hacla el medio exte 
rior. En esta sltuaclôn, la poslclôn simultanea de très 
partes de la molôcula en fases heterogôneas C 51-53 ) , 
y sus potenclaies interacclones con llgandos, tanto ex- 
ter no s como Internos, dlflcultà< el anâlisis detallado de 
.las fuerzas que afectan a su movimiento y dlstrlbuclôn 
en el piano de la membrana. Hasta el momento, no exis- 
ten estlmaclones cuantltatlvas, de las contribuelones / 
relatives de las fuerzas que actôan sobre tal receptor.
No obstante, y sln excluir la poslbllidad de 
que las Interacclones a nlvel de la matrlz lipldlca, _ 
puedan representar en clertos casos el papel principal, 
parece ser que los " cross - linkage " C unlones puente
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externes con otros receptores de la mlsma membrana ) y 
las Interacclones con componentes cltoplasmâtlcos, son 
las que contrlbuyen fondamentalmente segûn este punto 
de vlsta; la blcapa fluids, ejercerla, simplemente, una 
funcidn permlslva C 54 1.
En este sentldo, se han llevado a cabo expe­
rlenclas utlllzando antlcuerpos dlvalentes especlficos, 
de cuyo " cross - linkage ", resultaba una dlfusiôn y 
agrupamlento controlado, de los receptores unldos al / 
antlcuerpo. El proceso molecular primarlo, " patch for- 
matlôn ", refleja las propledades de movllldad lateral 
de los receptores, a travôs de la blcapa lipldlca. La 
fase slgulente, es la modulaclôn superficial, de la que 
résulta el consecuente " capping " ô formaciôn de nû- 
cleos de rec^tores.
Los detalies moleculares y cinôtlcos de la / 
mayor la de estos fendmenos de modulaclôn, no estân bien 
establecidos, por ello es dlfle11 proponer una clasifi- 
caclôn general de los mlsmos. Unlcamente en el sistema 
inmunltarlo, los conocimlentos estôn suf le lentement e _ 
avanzados, como para consideréu: esta hlpôtesis en sus 
detalies moleculares.
Slendo los linfocitos las células clave de e£ 
te sistema, y pudlendo disposer fâcllmente de ellos, co 
mo células indlviduales, su uso se ha generallzado en 
estudlos de regulaclôn de procesos en la superficie ce­
lular. Astmlsmo, y dado que poseen muchas propiedades 
fundamentales, comunes con otras células diferenciadas, 
la comparaslôn de las mlsmas, puede resultar muy ûtil 
en una primera Instancla.
En estos trabajos, el uso de lectinas mitogé- 
nlcas, en el estudio del comportamiento de los recepto­
res en la membrana del linfocito, sugiere la existencia 
de una modulaclôn superficial global, y un control - /
" transmeiDbrana ", en la movllldad y distribueIdn de los 
receptores; es declr, un tlpO de modulaclôn superficial, 
impllcada en la regulaclôn.del crecimlento. La lectina 
utlllzada con prefexencla, en estos estudlos, ha sIdo la 
Con A L 55-60 1.
A travôs de todo lo anteriormente expuesto, po 
demos apreclar, cômo el mecamlsmo de acclôn de las lec­
tlnas, no queda restringldo a un efeoto puente entre cô 
lulas, slno que por el contrario, Intervienen en Ô1 otros 
factores flslco - qufmlcos y estructurales de la membra 
na plasmàtlca, asl como ël estado funclonal de esta. Re 
clprocamente, la lectfna Induce cambics conformaclonales 
y funclonaies en la membrana celular a la que se llga _ 
especlfIcamente.
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LA. jrrrOHEHAGUJTININA DEL HYRTUS COMMÜNIS : ANTECEDENTES
Desde bace varlos anos, diverses trabajos rea 
llzados en el Gablnete de Têcnlcas Instrumentales, de 
la-Facultad de F armada de Sadrld - Complu tense, se han 
centrado en el estudio de las propledades del extracto 
de semlllas de Hyrtus dommunls. La existencia de una / 
fItobemaglutlnlna en dlcbos extractos, fué inlcialmente 
resenada por Ortega y Dolara C 61 1• Esta fItohemaglu- 
tlnlna no as especlfIca de grupo, y solo aglutina los 
glôbulos rojos, cuando estos han sido lavados previa- 
mente con soluelôn sallna Isotônlca. -
Un estudio de la composlclôn elemental del ex 
tracto bruto C Ortega M. y Abeger A. comunlcaciôn perso 
nal 1, arroja los slgulentes resultados: N= 0'83%, C = 
42'89%, e E = 4'38% . La baja proporciôn aparente de ni 
trôgeno, contrasta con la relatlvamente elevada activi- 
dad hemaglutlnante de estos extractos y ha inducido a 
pensar a la luz de otros datos aportados por nosotros, y 
que mâs âdelante reSenaremos, que la aglutinlna bien pu 
dlera tratarse de un ollgopéptido mâs que de una protel 
na.
En cuanto a las caracterlsticas de su unlôn a 
azücares, se ba estudlado la posible inhibiciôn de su 
capacldad aglublnante de glôbulos rojos, y précipitante 
de componentes del suero C anâlisis electroforêtico ) , 
con 16 azücares C 62 1 : celobiosa, trehalosa, D-ribosa, 
2 deaoxl- D -rlbosa, D-arabinosa, D-galactosaraina, D - 
glucosamlna, D-galaCtosa, lactosa, D-fructosa, L-arayi- 
nosa, maltosa, sacarosa, D-glucosa, D-manosa y la sali-
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clna. No se observô variactôn alguna de aiabas propieda­
des, con nlnguno de los azücares empleadoa, excepte una 
llgera modificaclôn en el caso de la sallclna C glucôsl 
do del alcohol salicllico I.
Ortega y Otero C 63 1, han estudiado la acclôn 
" in vivo ", de los extractos de mlrto, sobre un tumor 
experimental tlpo Yosfiida, encontrando que segûn las do 
sis y vlas de administraciôn de la lectina, se producla 
una dlsninuciôn en el rftmo de crecimlento de la tumora 
clôn, en porcentaje variable desde un 27% a un 60%.
Tcunblén se ha estudlado C 64 ), la poslblll- 
dad de Incorporaclôn de la fltoheraaglutlnina del irirto, 
en la preparaclôn de algunos tlpos de inmunoadsorbentes, 
y su apllcaclôn como medlos ûtiles para las modernas / 
tôcnlcas de crornatografla de aflnldad.
Los ensayos sobre la capacldad de estlmulaclôn 
llnfoblûstlca del extracto de M. communis, no dan resul 
tados positives C 65 %, sln embargo, se observa un com- 
portamlento particular, de dlcho extracto, ya que al au- 
mentar su concentraclôn en el medlo, los Indices de / 
transformaclôn respectives, se sitûan por debajo de la 
unldad. Esto puede slgnlficar que su presencla estû Im- 
pldlendo la Incorporaclôn espontûnea de timldina tritia 
da, a los linfocitos. Ello, podrla deberse a una acciôn 
cltotôxlca de los componentes del extracto sobre los 
-linfocitos. Ensayos posterlores, utlllzando la Con A, 
dezKiestran de forma concluyente, que la aparente cltoto 
xicldad del extracto, no es atrlbulble a la fltohemaglu 
tinlna contenlda en Ô1.
La capacldad de interacclôn de esta fltohema- 
glutlnlna con los componentes del suero humano, es gran 
de (62 1, originSndose por adiclôn del extracto bruto, 
un preclpltado insoluble de composlclôn variable segûn 
el pE, pero en el que pueden considerarse Incluldas, /
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tanto la fracciôn.glicoprotelca, como la lipoproteica y 
proteica t 66 I.
El estudio de la preclpltaclôn de las protei­
nas del suero humano, se llevô a cabo medlante têcnlcas 
electroforêtlcas, observdndose que por adiciones sucesir 
vas de extracto, preclpltan las globullnas Uj y las 
produclêndose para concentraclones mayores de extracto, 
la preclpltaclôn cas! compléta de las fracciones globu- 
llnlcas Y, 6 y a. La albûmlna, pese a ser el componente 
pxotelco mayorItarlo, no précipita a bajas concentracio 
nés de extracto, sln embargo a concentraclones mayores, 
el estudio de los proteInogramas révéla un aumento de la 
velocidad de migraclôn electroforêtica, lo que supone un 
ceunhlo en la forma, carga, ô magnitud molecular de la _ 
protelna. Este hecho, unldo a los resultados obtenidos 
por medlda del 'Indice de refracciôn, y la têcnica colo- 
xlmétrlca del verde de bromocresol, especlfica de la a^ 
-hfimlna, confirma la existencia de algûn tipo de Interac 
clôn albûmlna-fItobemaglutlnlna, previa a la precipita- 
clôn. Esta, puede a su vez llegar a consegulrse por eli 
mlnaclôn en el suero del resto de los componentes. prote^ 
COS con mayor aflnldad por la aglutlnina. Existe por / 
tanto, un proceso competitlvo, que explica la reducida 
proporciôn de albûmlna en el preclpltado del suero humano.
La poslbllidad de una correlaclôn entre el pe 
so molecular de las proteinas del suero, ô su contenldo 
en carbobldratos, y la preclpitabllidad por el extracto 
de mlxto, han conducido a un estudio por separado, de / 
las menclonadas fracciones proteicas. Mediante têcnlcas 
coloximêtrIcas e inmunoelectroforêticas C 67 ), se ha / 
demostrado que no existe tal correlaclôn.
Dentro del estudio de la capacldad precipitan 
te del extracto de mirto, sobre los componentes del sue. 
ro humano, se raallzaron una serie de ensayos por inmu-
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•noelectroforesis, para detennlnar dicha capacldad sobre 
las Ininunoglobullnas C 67 ). De los resultados obteni­
dos, la aflnldad por las Ig H, podrla ser reflejo de una 
c1erta selectlvldad de la fltohemaglutinlna, por las ca 
denas pesadas, mlentras que la dlferente aflnldad por / 
las cadenas llgeras kappa y lambda, expllcarla las dl­
ferenclas en actlvldad précipitante, en un mlsmo tlpo de 
Inraunoglobullna como la Ig G.
El extracto bruto de- mirto t 5*6 ), en so 
lue16n sallna ClNa 0*9 %, précipita aslmlsmo la hemoglo 
blna C 62 I. Por adlcldn de cantldades creclentes de / 
aquel, y slgulendo el proceso por electroforeéls de los 
sobrenadantes, se observa la aparlclôn de una nueva ban 
da junto a la hemoglobins, de mayor movllldad, despla- 
zândose la longltud de onda de mâxlma absorclôn de la / 
REM. desde 416 a 408 nra. Este hecho, parece Indlcar, __ 
una posible transformaoldn de la hemoglobins en metahe- 
mogloblna.
La unlôn de la fltohemaglutinIna del mlrto a 
los hematles fljados con glutaraldehldo C sistema muy / 
eatable frente a los choques osmôtlcos mâs extremes ) , 
conduce a una modIfIcaclôn de la membrana del hematîe , 
que se demuestra por têcnlcas-electroforôtlcas y de tin 
clôn. El sistema hematles - glutaraldehldo - aglutinlna, 
conserva aunque bastante llmltada, su capacldad de In­
ter acclôn con proteinas y llpoproteinas, lo que repre - 
senta una ventaja sustanclal, en cuanto que el proceso 
gana el selectlvldad.
Otro de los aspectos en que se ha ensayado la 
posible utllldad del extracto de mlrto, es el referente 
a la alimentaclôn humana. Concretaunente, se ha estudla­
do su Interacciôn con la caselna, y proteinas del lacto 
suero de la leche de vaca ( 68 ).
La fracciôn lipldica del suero humano, es la 
que présenta mayor aflnldad por el extracto de mlrto. _
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Con pequenas concentraclones de ël, precipitan casi to- 
talmente, trigllcêrldos, fosfolîpidos, ëcidos grasos, y 
colesterol libre y esterificado. Estudiando la movilidad 
electroforëtlca de los sobrenadantes que resultan de la 
adlcldn de cantldades crecientes de extracto de mlrto 
al suero humano, se congrueba, por eropleo de têcnlcas / 
de tInclôn especlfIcas de llpoproteinas, que con las pri 
meras adiciones de extracto, precipitan las quilomicro- 
nas, y 6- llpoproteinas de alto contenldo en triglicêr^ 
dos. A mayor concentraclôn de extracto tambiên precipi­
tan las a y pre a- llpoproteinas.
Esta capacldad del extracto de Myrtus communis, 
ha sldo utlllzada para la consecuciôn de un método de / 
âclareunlento de sueros llpëmicos (69 ) . En efecto, el 
extracto simplemente, ô bien la fltohemaglutinina fija- 
da sobre erltrocltos tràtados con glutaraldehldo, cons- 
tltuyen un sistema efectivo en la clayificaciôn de di- 
chos sueros, y puede ser usado en el anâlisis cllnico , 
para elimlnar la Interferencla, debida a la turbidez,en 
las determlnaclones espectrofotomêtricas.
La mayor aflnldad de los extractos de mirto , 
por los llpldos que por el resto de los componentes del 
suero, apunta hacla la Idea de que un mécanisme de inte 
racelôn hidrofôblca, se présente como prépondérants pa­
ra esta fltohemaglutinina. Ello, junto a su no-inhlbl­
clôn por los azücares Inhibidores mâs comunes, entre las 
lectinas estudladas, parece Indicar que dicha fltohema­
glutinina deb1era englobarse en el grupo de lectinas / 
que se apartan del comportamiento tlpico y mécanisme de 
interacclôn, mediado por carbohidratos, mâs generalmen- 
te aceptado.
Por otra parte, la contribuciôn de los mencio 
nados mécanismes hidrofôbicos, en la hemaglutinaciôn, 
ha sldo puesta en evldencla, por Ochoa y cols ( 70 ) .
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utlllzando la têcnica de crornatografla de aflnldad, en 
la que el adsorbents esté constltuldo por estromas de / 
erltroclto tratados con glutaraldehldo, ensayan la pûri 
fIcaclôn de la lectinà del Phaseolus vulgaris, varledad 
garbancillo, y la del Phaseolus cocclneus, varledad alu 
bla, con dlstlntos sistemas de eluclôn. El dato mâs sor 
prendente que obtlenen, es la recuperaclôn del 31 % y /
43 % respectivamente, de la actlvldad aglutlnante apll- 
cada, de dichas lectlnas, simplemente por eluelôn con 
agua destllada. Este resultado sugiere, la partlclpaclôn 
de una adsorciôn hidrofôblca a los estromas.
La contribuciôn de este factor hidrofôblco en 
la hemaglutinaciôn, es apllcable no solo al caso de lec 
tlnas que son dêbilmente inhlbidas por azücares» ô, no 
lo son en absolute, slno tambiên a aquellas Inhlbidas / 
especlfIcamente C 71,72 ). Por ejemplo, se ha demostra­
do que la Con A aglutina liposômas sln carbohidratos en 
su composlclôn, y esta observaclôn, se Interpréta ( 74 ), 
ccaao debida posiblemente a un efecto hidrofôblco. En _ 
esta llnea, Ochoa y cols C 73 ), han estimado la hidrofo 
bloldad de la cltada lectina, a travês de expérimentes 
en los que se variaba la temperatura, concentraclôn saM 
na, e- hidrofobicldad del adsorbente. Los resultados, mues 
tran yna conslstencla con los crlterlos aceptados de in- 
feracclôn hidrofôblca, entre biomoléculas y llgandos hl- 
drpfoblcos.
Hemos de hacer notar, que a pesar de haberse / 
estudlado mâs de un mlllar de extractos, de diferentes 
especles y varledades de plantas, solo se ha descublerto 
especlfIcldad " in vitro " por carbohidratos, en un nûme 
ro reducido de ellos; este nômero, es aûn menor si cons^ 
deramos aquellas lectlnas con especlficldad de grupo san 
guineo.
Dado queel Interês de los investigadores, se / 
ha enfocado preferentemente hacla estos dos grupos cita-
27
dos, los conocimlentos que hoy en dîa se poseen en el 
caunpo de las lectlnas, puede resultar, finalmente, que_ 
sean muy limitados, debldo a su carâcter particular.
Ochoa Y cols (73 ), han encontrado, que el / 
establecimlento de una escala de hidrofobicldad de las 
lectlnas, puede revelarse de insospechada importancia . 
Por ejen^lo, las lectlnas que presentan marcada especi­
fic idad por azücares ( lectinas quimio - especîficas ), 
y al tienne son especîficas de grupo ( lectinas sero-e£ 
peclficas ), son roenos hldrofôbicas que las qulmio-espe 
clflcas sln especlfIcldad de grupo —  no sero-especlf1- 
cas — , y estas a su vez, lo son menos que aquellas no 
sero - especîficas y no quimio - especîficas. Es decir, 
la aflnldad de las lectinas por las células, no debe / 
restrlnglrse exclusivamente a su capacldad de uniôn a _ 
carbohidratos. La poslbllidad de que unlones no especl- 
fIcas, como interacclones hidrofôbicas, puedan partici- 
par en las primeras fases de la aglutinaciôn debe tener 
se en cuenta, a pesar de que prédominé la interacciôn / 
medlada por carbohidratos.
Entre las lectlnas que han sido caracteriza- 
das, no se ha descubierto ninguna caracterlstica distln 
tlva comûn, excepte el hecho de ser proteinas. Muchas 
de ellas, contlenen carbohidratos, pero otras no. Algu- 
nas poseen un 20% de clstelna, mientras que en otras, _ 
el contenldo es mucho menor ô nulo.
Por otra parte, su aflnldad por las células , 
es muy variable, pudlendo ponerse en evidencia a través 
del parâmetro vm : mitad de la velocidad mâxima. De es­
ta forma, puede observarse, que el proceso de uniôn de 
la Con A a los hematiés, es relatlvamente lento, en corn 
paraclôn con el correspondiente de la SBA, y en especial, 
con el de la aglutlnina del germen de trigo ( WGA ), in 
dlcando, que la aflnldad de las lectinas por sus recep-
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tores, varia considerablemente de unas a otras ( 74 ).E£ 
tudlando la aglutinaciôn de flbroblastos transformados , 
por estas très lectinas, se deduce, que an el caso.de la 
Con A, el 75% de los receptores, han de ser ocupados,. pa 
ra alcanzar su Vte, mientras que para la SBA y la WGA, so 
lo es necesaria la ocupaciôn del 13-17% de los suyos. En 
adiclôn a estos hechos, actualmente se dispone de datos, 
qua evldenclar. la existencia de diverses especles de re­
ceptor es, para una mlsma lectina. Las variaclones en la 
temperatura, pE, fuerza iônica, etc... inducirlan cam- , 
bios conformaclonales, ô estructurales, sobre la lectina 
y/o el receptor, en funciôn de su conçoslclôn qulmica.En 
consecuencla, el efecto de dichos parâmetros flsicos', so 
lo es.vâlido para cada caso particular, y résulta iroposi 
ble deducir, un comportamiento general de las lectinas.
Ep el futuro, séria interesante plantearse, el 
estudio de los fenômenos de aglutinaciôn, con mültiples 
y varladas lectinas, a fin de claslficarlas por grupos , 
que posean c1ertas similitudes, y que pudieran hacer a- 
pllcable un modelo, para los complejos fenômenos de la / 
aglutinaciôn celular.
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MODELOS DE MEMBRANA, EN EL ESTUDIO DE lA ACCION DE LAS 
LECTINAS.
Modèles de membrana: caracterlsticas générales y ejém- 
plos de su apllcaclôn.
El estudio de la estructura y funclones de / 
las membranas bioldglcaus, ha reclbldo un notable impul­
se, con el désarroilo de sistemas modelo, medlante los 
cuales, pueden dllucldarse algunas de sus propledades 
flslco - qulmlcas, y clertos aspectos de la relaclôn es 
tructura - funciôn de las mlsmas.
A.- Modelo de capas monomoleculares.
- La medlda de clertos parâmetros, en monocapas 
formadas por componentes de membrana, puede aportar va 
llosa Informaclôn, acerca del comporteuniehto e interac­
clones de aquellos, en Interfacles, pudlendo establecer 
se correlaclones con los fenômenos que tlenen lugar en 
las merobraWas blolôglcas. Los parâmetros que fundamen- 
talmente interesa conocer, limitândonos al caso de la in 
terfacle aire - agua, son: tenslôn superficial y poten- 
clal de superficie.
El uso de monocapas de llpidos en el estudio 
de actlvldades biolôglcas a nlvel de membrana, estâ ba- 
sado en el hecho de que la configuraciôn de los lîpidos 
en una interfacle aire - agua, es similar a la que tie- 
nen en diclio orgânulo. En él, la mayor parte de las mo­
lôculas lipldicas, quedan organizadas formando una capa
bimolecular t 75 - 77 1, en la que los grupos polares / ‘ 
llpldlcos, estân en contacte entre si, y con el medlo __ 
acuoso, mientras que las cadenas hldrocarbonadas, se si 
tûan paralelas entre si y hacla el Interior de la bica- 
pa. La experlencia demuestra C 78 } que los fosfollpl- 
do8, forman espontaneamente en la interfacle aire - agua, 
una capa moncanolecular cuyas ceuracterIsticas la hacen / 
aslnilable a una mitad de la capa lipldlca bimolecular 
de la membrana.
La ventaja bâslca de este modelo, reside, en 
que permlte estudiar los procesos de asociaciôn de los_ 
componentes especlficos de la membrana, aunque no obs­
tante, deben tenerse an cuenta las slgulentes llmitacio 
nés: 11 es posible que no todos los llpldos de membrana 
se encuentren ordenados en contacte lateral, segûn se / 
menclonô anteriormente; 2) a falta de la mitad comple- 
mentaria de la blcapa,,lâs proteinas y otras molôculas 
que se sitûan atravesando la mlsma, no pueden ser estu- 
diadas con este modelo; 3j por la mlsma razdn, tampoco 
pueden estudlarse las funclones que dependen de la dis- 
tribuclôn asimôtrica de los componentes de la membrana.
Las pellculas monomoleculares, pueden presen­
ter se en dlstlntos estados flsicos bidimensionales, que 
dependen principalmente, de las fuerzas de adhesiôn la­
térales entre las molôculas, y que presentan cierta se­
me janza, con los estados sôlido,llquido y gaseoso, de 
la materia en très dlmensiones. Entre los factores que 
Influyen en el estado flslco, podemos diferenciar los _ 
que dependen del sustrato, y los que dependen propiamen 
te de la composlclôn de la monocapa; asl, y siempre con 
tando con la consabida relaciôn entre ambos, podemos / 
destacar entre los prlmeros, el pH, la naturaleza de _ 
los electron tos disueltos, y la tempera tura. Entre los 
segundos, el tamémo del grupo hidrofIlico, la presencla
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de mSa de un grupo polar, el nûmero de cadenas hidrocar 
bonadas, los ânguloa que forman êstas entre si, y su po 
sible reunificaclôn favorecen la formaciôn de la monocapa 
en un estado flslco concrete. Por otra parte, y con arre 
glo a este, pueden claslficarse en;
- Monocapas condensadas: las moléculas es­
tân empaquetadas juntas, y orientadas casi / 
perpendicularmente a la superficie.
- Monocapas expandldas: ocupan un ârea mu­
cho mayor que las anteriores actuando como n  
quldos muy compresibles. Existen varlos tipos 
segûn el grado de cohesiôn entre .las molôcu­
las.
- Monocapas en estado " gaseoso ": las molô 
eulas estân separadas, y se mueven Independien 
temente por la superficie.
En los estudlos de monocapas, existen diver­
ses tôcnicas expérimentales dirigldas a la determinaclôn 
de parâmetros que aporten la mayor informaclôn sobre / 
aquellas.
De las medldas de potenciales de superficie , 
puede deducirse, aunque no de manera absolute, la orien 
taclôn de las molôculas de la monocapa. Asîmisn», se / 
utilizan para investigau: la homogeneldad de la superfi­
cie, en virtud de las violentas fluctuaciones de poten- 
cial ante la presencla de dos fases superficiales dife­
rentes.
Por medidas de viscosidad superficial, es po­
sible distinguir las monocapas en eStados flsicos dis— 
tintos.
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La têcnica de microscopla elsctxônlca, se ha 
enpleado para segulr el estado de la superficie durante 
la compreslôn y, en general, determinar el espesor de __ 
la pellcula jnonomolecular.
Finalmente, la determlnacldn de la prèslôn su 
perficlal C » mediante la balanza de superficies de / 
Langmuir - Adam, ô por el método de la plaça de Wilhelmy, 
es, sln duda, la mâs ampliamente utlllzada. Cuando la _ 
concentraclôn superficial équivale a una dlluciôn infi- 
nlta, dicha prèslôn eS directamente proporciona1 al nû- 
jDefo de moléculas que ôcupan la superficie, lo que pue­
de expresarse como iTA= KT, slendo A el ârea por molécu- 
la en el piano de la pellcula. Esta sencllla relaciôn , 
se ve modiflcada bajo diferentes condlciones expérimen­
tales taies como temperature, fuerza iônica del sustra­
to, presencla en él de-llgandos especlficos, etc... En 
la prâctica, la temperatura se mantiene constante, por 
lo que representando la presiôn superficial frente al / 
ârea disponible, se obtienen isotermas, de cuyo estudio 
pueden deducirse ciertas caracterlsticas de la organiza 
ciôn molecular de la monocapa. En este sentido, son si£ 
nificativos los puntos en que se produce un cambio mâs 
ô menos pronunciado en la pendiente de la .’’•cnurva; esto 
puede deberse, bien a un desmoronamiento de la estructu 
ra de monocapa —  presiôn de colapso — , bien a una tran 
slciôn entre fases estrechamente relacionadas, en las / 
que la orientaciôn de las moléculas de llpido varia (79), 
no obstante persistir la organizaciôn por contacte la­
teral. El cambio en la compresibilidad, se atribuye a _ 
variaclones en el grado de ordenaclôn de las cadenas hi 
drocarbonadas, lo cual es congruente con algunas expe- 
riencias con rayos-X (80 ). En ciertos casos, las tran 
siciones que se observan en monocapas mixtas de molécu­
las anfipâticas, refiejam simplemente la separaciôn de
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los componentes, formando dos fases en el piano de la / 
pellcula monomolecular.
Como ya hemos menclonado con anterioridad, el 
modelo de monocapas, puede demostrar el efecto que so­
bre la arquitectura del conjunto molecular, formado por 
los fosfolîpidos constituyente s de la matriz lipldica __ 
de la membrana, tlenen los ceunbios en là longitud de sus 
cadenas hldrocarbonadas, su grado de insaturaciôn, y la 
naturaleza de los grupos hidrofllicos.
En cuanto a este ûltimo punto, y en el caso _ 
de la lecitlna, algunos autores C 81,82 ), han postula­
do diferentes confôrmaciones para su grupo polar, con- 
cluyéndose, finalmente C 83 ), que la interfacie polar, 
posee una estructura dlfusa, por lo que posiblemente / 
el agua actûe restrIngiendo la movilidad de aquellas por 
clones de ]#a cadena hldrocarbonada prôximas a la red de 
grupos polares. Esto, estarla de acuerdo con los estu­
dios de RMN C 84 1 y los datos de difracciôn de rayos-X 
C 85 l, que sugieren una conformaclôn mâs extendida pa­
ra el grupo polar, a medlda que aumenta el contenldo en 
agua. En el mlsmo sentido, estudios de calorimetrîa di- 
ferenclal C 86,87 1 sobre el sistema dipamitoil leciti- 
na-agua, demuestran la existencia de un nûmero concre­
te de moléculas de agua, unidas al grupo polar, estando 
relacionada su pérdida con una mayor compresibilidad de 
la monocapa de aquel fosfollpido C 88 ), hecho que que­
da reflejado en un punto de transicién caracterlstico .
Respecte a la influencia de la longitud de / 
las cadenas, se comprueba que una reducciôn en la misma 
da lugar a monocapas mâs expandidas, incrementândose el 
ârea ocupada por las moléculas C 89,90 ).
La introducelôn de dobles enlaces en las cade 
nas de âcidos grasos, revlste un ihterés particular. El 
grado de insaturacién, y en especial el primer doble en
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lace, Èace aumentar el ârea por molêcula C 89,91,92 .) , 
debldo, al Igual que en el caso de reduccldn en la lon­
gitud de la cadena, a la dlsminucldn de las Interacclo­
nes bldrofôblcas entre las moléculas de fosfollpido.
Hiesaos de apuntar, que estos cambio s en .ël ârea 
por molécula, pueden correlaclonarse con el cambld en __ 
las propledades de barrera de dichas moléculas. Asl, se 
ha comprobado sobre modelos en doble capa —  llposomas—  
que el aumento de la permeabllldad para dlstlntos solu­
tes, es del mlsmo orden que el incremehto en el cltado 
parâmetro de la monocapa équivalente C 91,93 ) .
Las monocapas mixtas de importancia bloldgl- 
ca, han sido objeto de numerosas investigaclones. La _ 
evidencia de interacciôn para determinada# propercio- , 
nés e stequ iométr ica s de los componentes, puede obtener 
se a través de las âreas moleculares parclaies ô estu- / 
dlando el colapso de dichas monocapas. SI hay Interac- 
clôn, las âreas moleculares parciales de los con^nentes, 
son distintas de las correspondientes a los componentes 
pures, y la monocapa mixta, colapsa como un todo, a una 
presiôn generaImente superior a las de los componentes.
Otra poslbllidad de interacclôn, consiste en 
la penetraciôn de la monocapa por un ctm^onente:, del / 
sustrato con actlvldad superficial en la mlsma. Este _ 
efecto puede seguirse por medlda de ir y de la varlaciôn 
del potencla1 de superficie { AV 1, de tal forma que un 
cambio apreciable en £V pero no de ir, Indlca adsorciôn 
en la capa inferior de la pellcula, mientras que la pe­
netraciôn, es decir interacciôn con la parte polar y la 
no polar de la monocapa, se traduce en un cambio notable 
de ambos parâmetros.
Un grupo de compuestos présente en muchas mem 
branas biolôglcas, son. los esteroles, y entre ellos des 
tada el Colesterol, cuyo papel en taies sistemas, ha si
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do objeto de numerosos trabajos. Su proporciôn es caraç 
terIstica en cada tipo de membrana, y su relaciôn con / 
ciertos factores como la permeabilidad, ha sido amplia­
mente estudiado por técnicas de capas monomoleculares.
El efecto condensante que ejerce sobre monocapas expan­
didas de lecitinas naturales ô sintêticas ( 91 ),se con 
sidera debidô principalmente a las fuerzas de van der _ 
Waals y al puente de hldrôgeno que se establece por me­
dio de su estructura planar y del grupo hidroxilo en po 
siclôn 38. Por otra parte, se ha comprobado que este / 
efecto se correlaclona con una disminuciôn en las pro­
pledades de permeabilidad de liposomes con composiciôn 
équivalente C 94 1.
Junto a estas interacclones lipido-lîpido,tam 
bien se han estudiado las llpido-protelna, a través de 
los potenciales de superficie, y midiendo la radiactiv^ 
dad superficial debida a la incorporaclôn en la monoca­
pa de la protelna marcada C .95,96 ) . No obstante, el nl_ 
vel de conclustones en estos estudlos, siempre.^serâ mu­
cho menor, dado que la situaciôn que refleja la monoca­
pa, dista mucho de la que corresponde a los mismos com­
ponentes en la membrana natural.
B.- Modelo de Bicapa.
La primera descripciôn de un sistema formado_ 
por una pellcula delgada de. llpido, entre fases acuosas, 
corresponde a Langmuir y Waugh en 1938. No obstante el 
désarroilo de una têcnica para generar a partir de llp^ 
dos biolôgicos, bicapas planares astables adecuadas pa­
ra el estudio de la permeabilidad, se debe a Mueller y 
cols en 1962. Estos autores indicaron la posibilidad de 
que dichas.estructuras pudieran constituir un modelo /
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slntêtlco Interesante para la. InvestlgaclÔn de las mem 
branas blolôglcas.
El método comûnmente empleado para la forma- 
clôn de estas bicapas, sigue slendo bâslcamente el ori 
ginal de Mueller, y consiste en " pintar " con la solu 
ciôn de lipides, un anillo colocado en el seno de un / 
medio acuoso. Inlcialmente, esta pellcula delgada refie 
ja la lUz, apareciendo colores de interferencla; con _ 
el tien^ aparecen ' zonas negras que crecen y coalescen 
hasta ocupar todo el anillo. Esto se debe a que el gro- 
sor de la pellcula ( 100 A ), es pequedo oonqtarado con 
la longitud de onda de la luz visible ( 3.600-7.600 Â ), 
y justifies la denominaciôn de " black film " para es­
tos modelos.
Las propiedades de estas pellculas, las hacen 
especialmente idôneas para pruebas de £>ermeabilidad, / 
bien sea a través de medidas eléctricas C 97 ), marcaje 
isotôplco, 6 deterroinaciôn del volumen de flujo. Sin em 
bargo, su uso queda bastante limitado por el hecho de 
que la incorporaclôn de otros componentes de membrana / 
como las proteinas, prodUcen extrados efectos en la me- 
dida, que parecen deberse a una disrupoiôn general, ô a 
la apariciôn de grandes defectos en la bicapa, que con- 
ducirlan a una ines tab i 1 idad snecénica de la misma. Por 
esta razôn, no es posible extrapoler los resultados ob­
tenidos con este modelo al comportamiento de las membra^ 
nas naturales.
Desgraciadamente hasta la fecha, no se ha con 
seguido obtener " black film " con componentes extrai- 
dos de las membranas celulares, lo que iraposibilita la 
reconstituciôn de las funclones biolôglcas de la misma, 
para ser estudiada por este Intermedio.
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c.- Modelo de liposome.
El descubrimiento de que los fosfolîpidos di£ 
persados en una solucldn acuosa, forman espontaneamente 
veslsulas multilamelares de bicapas concêntricas, sepa­
radas por capas de medio acuoso, se debe a Banghaun. Al 
preparer dispersiones de lecitina para microscopîa elec 
trônica, observô, que en las estructuras formadas se a^ 
teraba la forma,en respuesta a los cambios de concentra 
clôn de soluto en la fase acuosa continua; ademâs, la / 
presencla ô ausencla de fosfolîpidos cargados en el si£ 
tema, modlficaba la blrrefringencia de la mesofase^ es- 
méctica, para una concentraclôn dada ,de electrolito en 
soluciôn. Continuando con estas observaciones, posterior 
mente se propusieron estas estructuras, como un posible 
modelo complementerio en el estudio de biomembranas(98).
En este punto, es importante hacer notar, que 
si bien los fosfolîpidos pueden former otras estructu­
ras en mediô acuoso t 99 ), dependiendo de la propor- , 
ciôn relative llpido : agua, la configuraciôn preferen- 
te para la mayorla de los fosfolîpidos en presencla de 
un exceso de agua, es la de liposome ( 100 ). Asl por _ 
e.jemplo, la PE, no forma liposomes por si sola, sino es 
tructuras blmoleculares ablertas (100 ).
En adiciôn a lo anterior, debe tenerse en cuen 
ta que los fosfolîpidos solo forman liposomes a tempera 
turas superiores a su temperature crltica ( Te ) carac­
terlstica, es decir, cuando sus cadenas de âcldo graso 
se encuentren es estado " fluido ". Ello supone que ci- 
tando como ejemplo la DPPC, là obtenciôn de dichas es­
tructuras, requiere temperatures superlores a 41®C(101).
Existen très tipos de estructuras que pueden / 
englobarse bajo la denominaciôn de ensamblaje de fosfo- 
llpidos y otros llpidos, que sostienen una conformaciôn
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bimolecular, pero que por si mlsmos no requleren sopor- 
te mecânlco para su establlldad. Estos tres tlpos de 11 
posomas denominados: multllamelar, microveslcular y ma- 
cxoveslcular, se han desarrollado mâs por razones expé­
rimentales que por la curlosidad de conocer, la altera- 
cldn de las propiedades del modelo segûn el tamano. y/o 
la forma. La evidencia de estas estructuras liposdmicas 
mediante microscopla electrônica, puede encontrarse en 
numerosos trabajos C 102 - 104 ).
Estas veslculas " llquido-cristalinas " ( 11 
posomas 1, pueden formarse a partir de muchos y varia- 
dos fosfolîpidos, siendo la composicidn mâs habitual,le 
citina de huevo, con 6 sin colesterol, y con 6 sin llpi 
dos idnicos C âcido fosfatldico, DCP, estearileunina..) . 
Aslmlsmo, pueden obtenerse con extracto de llpidos tota 
les de la membrana celular (. 105 ) .
Tras el descubrimiento por Banghare del poste 
riormente denominado liposoma multllamelar, resultaba / 
crucial establecer que el modelo se aproximaba mâs a una 
meadbrana cerrada, que a una. estructura de cêlula de /, 
Swann. Esto no quedô demostrado, a pesar de las eviden- 
cias aportadâs por Bangham y cols C 106, 107 ) y Papahad 
jopoulos y Watkins t 108 ), hasta observarse que la Va- 
linomlcina, favorecla la dlfusiôn de R'*' sobre la de Na^ 
de forma selectiva.
Uno de los mayores atractivos de este modelo 
es su sencliiez de préparéeiôn, si bien lo que innega- 
blemente no résulta fâcil, es préparer una suspenslôn / 
de liposomas multilamelares dentro de un margen estrlc- 
to de distribuciôn de têunahos. Es to, junto con la varia- 
bilidad en el volumen acuoso que encierran, representan 
sus principales desyentajas, especialmente en lo que a 
estudios de permeabilidad se refiere. La separaciôn en­
tre lamelas, estâ determinada*por el balance entre las
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fuerzas atractlvas y repulslvas entre las mlsmas; res­
pecte a las repulslvas, es probable que àctûen con pre- 
ferencla Isfs Interacclones electrostâticas entre los / 
grupos polares, y las fuerzas de hldrataciôn de los ml£ 
jnos. El efecto atractive, parece estar regldo por fuer­
zas de van der Waals C -109 }. La distancia de equilibrio 
entre bicapas y por tanto el volumen de fase acuosa den 
tro del liposoma, puede alterarse notablemente por fac­
tores de composiciôn C 98 ).
Pese a sus descentsjas, un râpido repaso de / 
la literstura, evidencia su utilidad en una serie de e£ 
tudios C 110-118 ), si actualmente el desarrollo
de técnicas para la obtenciôn de llposomas unilcimelares 
con uniformidad de tamano, ha desplazado considerable - 
mente este modelo multllamelar.
Un segundo tipo de liposomas denominado " ma- 
croveslculas ", fué obtenldo por Reeves y Dowben en / 
1969. Su caracterlstica principal consiste en que las 
paredes se hallem formadas por un nûmero pequeno de ca­
pas blmoleculares. Sin embargo por razones aûn no bien 
conocidas, estas veslculas, qpie se forman en un medio / 
acuoso que contiene un soluto no electrolltico, no lle- 
gan a cerrarse si se sustituye este por una protelna Ô 
un electrolito. Debido a esto, su empleo hasta el momen 
to, ha sido muy limitadô ( 119 ).
Por ûltimo, el modelo de liposoma unilamelar 
es el que reviste mayor interés, y ha sido profuscunente 
utilizado por una serie de razones que enumeraremos a 
continuaciôn. La obtenciôn de estas estructuras por so- 
nicaciôn de dispersiones acuosas de fosfollpido, parte 
de los trabajos iniciales de Bangham y Saunders ( 120 ) 
y las evidencias aportadas por la microscopla electrôni 
ca C 121 1. Las investigaclones dirigidas a perfeccio- 
nar el modelo, condujeron finalmente a un método C 122 ),
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en el que se combina la ultrasonlcaci6n y la flltracitfn 
a través de Sepharosa 4B, para obtener una poblacldh / 
uniforme de veslculas, El proceso clnéfclço que tiei^lu- 
gar durante la sonicacidn, pudo ser estudlado mediante 
técnicas de RMN C 123 ), concluySndose que era de segun 
do orden.
Las dificultades técnicas que présenta la so- 
nlcaciôn, en cuanto a la degradacldn oxldativa, mecénica 
y técmica de las moléculas de fosfollpido» han sido es- 
tudiadas por diverses autores —  y serén comentadas en 
el capitule de materiales y mëtodos — , concluyéndose, / 
que bajo condiciones controladas de temperatura y atmôs^  
fera inerte especialmente, no se detectan los mënciona- 
dos procesos degradativos C 124 ). Aslmlsmo, se ha com- 
probado que las dispersiones de liposomas^ son estables 
durante un période aproximado de una semana, sienq>re' / 
que sean almacenadas a 4*C, en atndsfera inerte, y sien 
do el pH no inferior a 5'0 ni superior a 8*5.
Para justificar la validez de estas estructu- 
ras como modelos de membrane, se han utilizado numéro- 
sas $:ëcnicas expérimentales. En primer lugar queda de- 
mostrado, que estas veslculas son estzucturas de.forma 
aproximadamente esférica, cërradas, ccmipuestas cada una 
de elles por una simple bicapa continua, y encerrando _ 
un volumen acuoso ( 122, 125 ). La caracterizacidn de 
sus propiedades flsicas, se ha basado en el erapleo de / 
las técnicas més comunes para los estudios de biomembra 
nas, y contrastando al tiempo con el modelo multilame- 
lar.
Algunas de estas técnicas se dirigen fundeimen 
talmente a la determinacién del tamano y forma, bajo di 
ferentes condiciones expérimentales y de composicién. 
Entre elles, la microscopla electrénica t 126 l y parti 
cularmente la técnica de criofractura t freeze-etch 1 ,
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ha aportado jLnt ere santés resultados cualitativos. De / 
los datos de dlfraccldn de rayos-X C 127 ), ultracentri 
fugacldn analltlca C 128 ) y dispersiôn de la luz (131,- 
132 ), ha podldo deduclrse que la £raccl6n I obtenlda 
por Huang ( 122 ) tras la flltraclôn por Sepharosa 4B , 
corresponde a estructuras multllamelares con gran dis­
persiôn de tamanos, mientras que la fracciôn II esté / 
constitulda por veslculas esféricas unilamelares de ta­
mano més uniforme. El peso promedio es aproximadamente 
de 2 '1 .10  ^daltons, y el nümero, también promedio, de / 
moléculas de fosfollpido que integran cada una de ellas, 
es de 2.600. En el caso de la PC, el espesor de la bi­
capa résulta ser de unos 40 Â, estiméndose el radio ex­
terne en C 105 î 4 1 Â C 131 ).
Otra de las caracterlsticas de este modelo eu 
yo estudio reviste un interés particular, es el estado 
de la bicapa lipldica. La dependencia que muchos procé- 
sos biolôgicos presentan respecte de la mayor ô menor /
" fluidez " de aquella, puede ser investigada por medio 
de este modelo. Las técnicas expérimentales més adecua- 
das a este tipo de estudios son: el anélisis cslorimé- 
trico diferencial ( DSC ), la resonancia magnética nu­
clear C RMN ), resonancia de Spin electrônico ( RSE ) y 
fluorescencia. Mediante ellas, ha podido determinarse / 
el grado de empaquetamiento de la bicapa lipldica, para 
di-ferentes composiciones del liposoma y a distintas tem 
peraturas. Ello puede -correlacionarse con determlnadâs 
funciones de la membrana biolôgica, como la permeabili- 
dad, interacciôn con agentes externos, modificaciones 
en procesos malignes etc...
Unos de los factores que ha sido objeto de nu 
merosos trabajos, es la influencia del colesterol. Este 
se incorpora a la bicapa, en aquellas preparaciones que 
se realizan en su presencia ( 100, 138 ). Su efecto so-
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bre el estado de fluldez de la bicapa lipldica en llpo- 
sosnas de diferente composlclôn, se ha estudlado median­
te RMN C 3.32,133 1, RSÊ C 134 I, DSC C 133,135,136 ) y 
fluorescencia C 137 ). El anélisls de los resultados, 
refleja una buena correlaclôn con los obtenldos median­
te el modelo de monocapas. La Influencia que la propor- 
cldn de colesterol en las merobranas naturales tlene so­
bre clertas funciones de la mlsma como la permeabllIdad, 
y los procesos tumorales, se ha relaclonado con estudios 
sobre liposomas de composlcldn equivalents C 139 ).
Por otra parte, se han llevado & cabo gran va 
. rledad de trabajos enfocados a determinar la dependen­
cia que,sobre la permeabl1Idad al agua, lones y no-elec 
trolltos, tlene la camposlcldn del liposoma. Mientras / 
los llposomas de PC son permeables a los dos tlpos de 
soluto y al agua C 101, 140 J, la Inclusldn en la estruc 
tura de un llpldo con carga neta C ej: E.A, P.A, DCP..1 
induce camblos en dlcho parémetro. As£, los anlones dl- 
funden répldamente a travôs de las veslculas cargadas , 
positiva 6 negatlvamente C 141 I, mientras que los catio 
nes no pueden atravesar la bicapa exlstlendo una carga 
positiva neta en su superficie. Esta permeabllIdad de / 
los llposomas a los lones puede ser Incrementada selec- 
tlvamente mediante el uso de lonôforos C142 1.
El empleo de es tos modelos se ha extendldo a 
los més varlados aspectos de la mend&rana ; unldn de mold 
culas de anestéslco local C143 1, la acolôn de estes / 
C 115 l, los mécanismes de Inflamaclôn en la enfermedad 
de la gota L 144 l, reconstituelôn de slstemas de trans 
porte iônico llgados a manbrana C145 1 a interacclones 
de antlbiôtlcos con membranes C 146, 147 L.
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Apllcaclôn de los modelos de membrana en estudios del mo­
do de acclôn de las lectlnas .
La utlllzaclôn de los modelos de membrana pa­
ra dilucidar los posibles mécanismes de acclôn de las / 
lectlnas, va cada dla en aumento. SI bien en un principle 
los estudios estuvleron■dlrlgidos preferentemente bacla 
las Interacclones con célülas vivas C linfocltos, eritro 
cltos, células tümorales... 1, posterlormente el aisla- 
mlento de receptores y el mecanlsroo de interacciôn mole­
cular lectlna - receptor, se revelô de mayor trascenden- 
cla. Por esta razôn, los modelos de membrana preparados 
a partir de los componentes totales de la membrana celu- 
lar, 6 bien simplemente de fosfollpldos con incorporaclôn 
de algân gllcollpldo ô gllcoproteîna especîflco, han re- 
sultado de gran ut11Idad.
El modelo de monocapa y el de bicapa, no han 
sido ençleados tan profusamente como el de llposomas;no 
obstante, su apllcaclôn parece estar enfocada a la ratl- 
flcaclôn, en algunos aspectos, de los resultados obtenl­
dos con llposomas. Puesto que la Con A, es una de las / 
lectlnas mâs estudladas, y se dlspone corner c la Imente de 
ella en estado puro, los trabajos con monocapas C J.48 ly 
blcapas C 3.49 I parecen haberse c entrado en ella.
En el capltulo de estudios con llposomas, la 
blbllografla a nuestro alcance, nos demuestra la versat_i 
lidad del modelo para las experienclas més variadas y / 
complejas.
Comblnando adecuadamente las técnicas expéri­
mentales con la composlclôn del liposoma, y el parSmetro 
cuall ô cuantltatlvo de la interacciôn molecular que In- 
teresa obtener, se ha conseguldo esclarecer parcialmente 
los mecanlsmos de acclôn de diverses lectlnas. Hacemos 
menciôn expresa del sentldo parcla1 que tienen taies de£
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cübrlmientoa, ya que la posible intervenelôn do interac 
clones hidrofôblcas en taies mecanlsmos parece presen­
ter se actualmente comô la nueva parcela de estas sustan 
clas, que darâ respuesta a muchas de las Incognitas plan 
teadas.
A peser de que en un principle se pensô que / 
las gllcoprotelnas cûnstltulan los receptores especlfi- 
cos, en la membrana, para las lectlnas, algunos.traba­
jos espezaron a demostrar que tamblên los gllcolipldos 
podlan ejercer tel fnnclôn C 150 1. En la actualldad, y 
utUlzando las mâs variadas lectlnas, purlf Icadas 6 en 
extracto, las experienclas con llposomas emplean alterna 
tlvaroente une u otro grupo de compuestos como receptor 
C 71,150- 157 l.
Entre las técnicas empleadas, si bien la mâs_ 
comén en todos los trabajos résulta ser la espectrofoto 
metria en su doble aspecto turbidImétrlco y absorclomé- 
trlco C150, 152 - 155, 158 l, la microscopla electrénl 
ca (.156 - 159 I, la RHM C151 1, radio - ensayos C156), 
la DSC C 154 1, RSE C160 1, la fluorescencia C156 I y 
la dispersiôn de la luz a 90*C155 — 157 l, ademâs de 
otras, mâs especlfIcas en cada caso, han proporclonado / 
ya Interesantes resultados.
Los parâmetros que mâs han atraldo la atenciôn 
de les investigadores en este tipo de estudios, son: la 
dependencia de la velocldad de reacclôn con la concentra 
clôn de lectlna y llposomas C 152 - 154 1, la reversib^ 
lidad de la interacciôn por azôcares especlfIcos t 71, __ 
148, 150, 153, 154, 158 ï , la inf luencia de catlones dl- 
valentes C 158, 159 1, y el estado do agregaclôn ô fu- _ 
slôn de los llposomas tras la adiciôn de la lectlna (156, 
157, 160 1, aparté del aspecto principal que es la com- 
posiclôn del liposoma.
P L A N T E A M I E N T O  D E  T R A B A J O
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PLANTEAMIENTO DE TRABAJO
Como se puede juzgar por lo que hemos expues 
to en el capftulo de Introducclôn de esta memorla,exls 
te una relaciôn lectlna - membrana plasmâtica, en cuan 
to a que este orgânulo es el lugar donde la primera / 
ejerce su acciôn.
LOS trabajos que Ortega y sus colaboradores 
han venido realizando con extractos de semillas de Myr 
tus communis, ponen de manifiesto la presencia en aque 
llos de una nueva fitohenaglutinina. Los resultados ob 
tenidos permiten encuadrar esta* sustancia dentro del / 
grupo de lectlnas que no poseen especlfleidad sero16gi 
ca ni qulraica, ya que su acclôn hemaglutlnante, no es 
especlfIca de especle animal ni de grupo sangulMeo, y_ 
ademâs no es inhibida " in vitro " por azâcares. Segdn 
diversos autores, estas lectlnas comportan un carâcter 
hidrofôbico notableroente superior al de las de los / 
otros grupos. La fitohemaglutinina del Myrtus communis 
tanbiân posee esta propiedaid. Asl, muestra una mayor _ 
afinidad por llpidos y 1ipopr6teidos que por sustan- , 
cias de composlclôn glucosldica. Ello hace auponer que 
su acciôn se realice previa incorporaclôn en la matriz 
lipldica de la membrana plasmâtica.
Partiendo de esta nipôtesis, nos proponemos 
estudiar en el présente trafaajo la interacciôn de esta 
fitohemaglutinina con modelos lipldicos de membrana, _ 
tratando de establecer la naturaleza de los efectos / 
que tengan lugar, y la influencia que sobre la misma _ 
presenten diversos factores, taies como: composlclôn /
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de los modelos, carga superficial de los mismos, pH, _ 
temperature, y presencia en el medio de azûcares 6 ca­
tlones dlvalentes; asiLmismcy la Inf luencia que la aglu 
tlnina pueda ejercer sobre el comportamlento termotrô- 
pico.de Iqs fosfollpldos.
Los resultados obtenldos, se exponen en très 
apartados bâslcos:
— Deseurrollo de un método para la obtenclôn de 
un nuevo extracto de mayor actividad.
— Experienclas con el modelo de llposomas.
— Experienclas con el modelo de capas monomole 
culares.
El trabajo flnallza con el anSllsis y dlscu 
slôn de los resultados, y las conslderaclones sobre su 
posible extrapolaclôn a la membrana natural.
M A T E R I A L E S  Y M E T O D O S
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MATERIALES
Llpidos
En el presents trabajo, se han utilizado dos 
tlpos de modelo de membrana: monocapas y llposomas. La 
composlclôn de dlcbos slstemas fuë varlada segün los 
fines, Y GU ella entraban a formar parte: fosfollpldos 
C PL 1, colesterol y  estearll amlna C EA i .
Al Fpsf2.11pidQLS_(_PL j_: Hemos escogldo como mâs 
adecuados a nuestro estudlo los slgulentes : . 
C PC I fosfatldllcollna ô lecltlna natural ; 
CDPPC 1 dlpalmltoll fosfatldllcollna ô lec^ 
tlna slntétlca; C PE 1 fosfatldll etanolaml- 
na natural; CDCP I dlcetll fosfato.
àl Posfatldllcollna t PC ). La lecltlna na­
tural, fuâ obtenlda en nuestro labotatorlo 
a pairtlr de yemas de huevo, de las que se / 
extrajo slgulendo el método descrlto por _ 
Polch. y cols C -161 ) . A contlnuaclôn, el re 
slduo contenlendo PC fundameû ta Imente y otros 
fosfollpldos, fué aplicado a una columna de 
alûmlna neutra C Merok. 1, para su purlflca- 
clôn; la eluclôn se llevô a cabo con: cloro 
formo, cloroformo: metanol C 2:1 ; v/v ) y 
metanol, suceslvamente, recoglendose la frac 
clôn cloroformo - metanôllca en la .que se /
encontraba la lecltlna.
A fin de evlt2ur en lo posible los / 
fenômenos de degradaclôn oxldatlva durante 
el proceso de purlfIcaclôn, todos los eluyen 
tes cromatogrâflcos contenlan BHT C Sigma / 
Chem. Co } como antioxldante, en la propor- 
cl6n del O'05 % del peso de la muestra apll- 
cada a la columna C 162 1 .
SI en los contrôles cromatogrâflcos 
C TLC ) posterlores se detectaba la presen­
cia de 1Isolecltlna junto con la lecltlna,se 
procedla a su repurlfIcacldn mediante colum­
na de alfimlna neutra, actlvada a 110"C duran 
te lb; el slstema de eluclôn en este caso,es 
taba formado por una mezcla cloroformo : me­
tanol C 9 ; v/v 1.
bl Dl£almltoll lecltlna__(J)PPÇ 1.
La DL - a - dlpalmltoll fosfatidll- 
collna ô lecltlna slntôtlea, nos fué sumlnls 
trada por Sigma Chem. Co, en estado cristal! 
no, grado I, y con una rlqueza del 99 % .
cl Fosfat^llJBt%plamina_(M
La L-a fosfatldll etanolamlna obte­
nlda de yema de huevo, nos fué proporclonada 
por Sigma Chem. Co, en soluelôn clorofôrmica, 
con una rlqueza del 99 %.
Estos très fosfollpldos fueron con- 
trolados periodicamente para detectar posl- 
bles impurIfIcaciones, asl como procesos de 
oxidaciôn durante su almacenamlento.
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Control de pureza
La comprobaciôn del estado de pureza de nues- 
tros fosfollpldos, se realizô mediante la técnica de / 
cromatografla en capa delgada C TLC ï ; se escogié como 
soporte el Silicagel H, y como eluyente se utilizaron / . 
dos slstemas: Il cloroformo : metanol : âcido acético : 
HgO (25 s 15 ; 4 : 2; v/v/v/v ), y 21 cloroformo : me­
tanol : NH^OH 711 ( 46 : 18 : 3; v/v/v ). El révéla do / 
del cramatograma se llevô a cabo de la sigûiente forma: 
con vapor de yodo, para revelar fosfollpldos con cade­
nas insaturadas; con mezcla de molibdato aunônlco y éci- 
do perclôrico ( 163 ) para detectar grupos fosfato; con 
reactivo de Oragendorff para detectar grupos colina;con 
ninhidrina para los grupos amino, y finaImente, para de 
terminer la meteria orgânica total, se sometiô a trata- 
miento con âcido sulfôrico al 50 % seguido de calenta- 
miento a 110*C durante lOmn.
Control da oxidaciôn
Dada la gran susceptibilidad que presentan / 
los fosfollpldos a la oxidaciôn de sus cadenas hidrocar 
bonadas, résulta absolutamente necesario este anâlisis. 
De lo contrario, la apariciôn de nuevas especles molecu 
lares por aumento de la conjugaciôn diénica y subsiguien 
te rupture de las cadenas, alterarla las propiedades f1 
sico - qulmicas del fosfollpido, conduciendo a errores 
expérimentales no contrôlables.
Este desarrollo degradativo, puede seguirse / 
a través del espectro de absorciôn, caractérlstlco de 
cada compuesto, observândose un incremento en la absor- 
bancia, en la regiôn comprendida entre 230 - 280 nm,con 
forme aumenta la conjugaciôn de dobles enlaces en las /
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cadenas ( 1-64 ) . •
Para prévenir este proceso oxidativo, el aima 
cenamlento de estos productos, se reallza en forma de so 
luclones clorofôrmlcas concentradas (164 ), an reciplen 
te perfeetamente cerrado, cuidando la previa creaciôn / 
de atnôsfera de Ng y procurando que la temperature sea 
inferior a 0"c.
d) Dicetil fosfato ( DCP ).
El producto con que se trabajô, fué 
proporclonado por Sigma Chem. Co, sin ser so 
metido a posterior purifiçaciôn.
Anâlisis cuantltatlvo
El anâlisis cuantltatlvo de todos los fosfoll 
pidos, se efectué mediante la determinacién del fésforo 
présente. Previa digestiôn con ClO^B y segôn el método 
de Bartlettz(165), el complejo formado con el , fué_ 
valorado frente a un standard de fésforo,por espectrofo 
tome tria U.V.
B) Colesterol; ( 5 - colesten - 30 - ol ). Hemos 
utilizado producto sélido recristalizado, procedente de 
la casa Barcia S.A. , lote n* B- 3511; dicho producto 
fué sometido a control de pureza mediante cromatografla 
en capa delgada ( TLC ), siendo el soporte Silicagel H, 
y el eluyente ; cloroformo ; acetona (98 : 2; v/v ). La 
solucién madré cloroférmica, de 20 mg/ml de concentra- 
cién, utilizada para la preparaciéh de los modèles de / 
menbrana, fué conservada en la oscuridad a 4*C y en at- 
mésfera de Nj • El control periédico de su concentra- 
cién, se llevé a cabo espeotrôfotométricamente segûn el 
método de Huang y cols ( 166 ).
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c) Estearll amlna ( EA ) : ( octadecil amina ) .
Se utillzé producto del grado para sîntesls, proporciona 
do por Merck, sin posterior purificacién. La solucién ma 
dre, preparada en cloroformo y de cbncentracién 5mM, fué 
conservada en atmésfera de Ng y a 4'C.
Extracto de semillas de mirto
El extracto de semillas de mirto de que se dis 
ponia en un principio, y que conténia la sustancia acti­
va C fitohemaglutinina ) que nos interesa, era obtenido 
de la sigûiente forma: una vez privados los frutos del / 
epicarpio, y pulverizadas las semillas, se sometla dicho 
polvo a extraccién con alcohol de 96%a temperature am­
biante y con agitacién, durante 24h. TranscUrrido este / 
tiempo, y previa centrifugacién, se procedia a la evapo- 
racién del alcohol, reconstituyendo el residue seco con 
solucién acuosa de ClNa 0*9 %. Tras nueva centrifugacién, 
y retirada de la capa lipldica superior, el sobrenadante 
era liofilizado, y conservado asl el extracto a 4*’C.
Dado que el extracto asl obtenido, no reunla en 
principio las caracterlsticas de pureza minima necesarias 
para el estudio que se iba a realizar, decidimos aplicar 
un método de extraccién mâs complète. Dicho método, ha- 
brla de conducirnos si no al aislamiento deseado de nue£ 
tra sustancia activa, si al menos a la eliminacién de / 
otras sustancias acompanantes é a su reduccién a propor- 
ciones mlnimas. Al mismo tiempo, y puesto que la informa 
cién a nuestro alcance, nada clarificaba sobre las carac 
terlsticas de estructura qulmica de esta fitohemagluting 
na, nos séria posible conocer, como primera aproximacién, 
ciertas caracterlsticas de solubilidad.
Como primer paso, se realizaron una serie de /
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pruebas sencillas para la Identlficacién de loâ compoilen 
tes mayor1tarlos del extracto bruto liofilizado; da ellas 
pudo deducirse la existencia de taninos, flovonas, y sa- 
poninas. Asimismo, mediante la cromatografla sobre papel, 
eluyendo con âcido acético al 60 % C v/v }, revelando / 
con vapores de amoniaco y observando les cromatogramas a 
la luz U.V. , se détecté la existencia de cumarinas y fe 
noies de carâcter âcido. La comparseién de estos cromato 
gramas con los de los distintos residues que se iban ob- 
tenlendo en nuestro proceso extractive, nos sirvié como 
una de las directrices del mfsmo.
Bl método seguido para la obtencién de un ex­
tracto " purificado ", ha consistido en la extraccién con 
disolventes sucesivos. En primer lugar, se procedié al / 
tratamiento de las semillas pulverizadas, con metanol ; 
este tratamiento se prolongé basta oomprobarse la ausen- 
cia en dicho polvo, de c&pacidad aglutinante sobre los / 
hematles. El extracto metanélico conteniendo la fitohenm 
glutiniha fué eyaporado a sequedad, finalizando la oper£ 
cién en estufa de vacîo a 25*C. Sobre este zesiduo se / 
monté una extraccién por Soxhlet cuyo primer eslabén fué 
la eliminacién de la materia grasa que el metanol bubie- 
ra disuelto de las semillas. El eter de petréleo y el ci 
olo-bexano fueron los disolventes utilizado# a este fin.
A continuéeién se procedié a la'extraccién so­
bre el polvo desengrasado, con : eter e.tllico, clorofor­
mo, acetato de etilo y acetona, por este orden. Las tem 
peraturas utilizadas estaban condicionadas en cada caso 
por el punto de ebullicién y nunca fueron superiores a / 
50*C. Los distintos residuos asl obtenidos tras la evapo 
racién de los respectivos solventss fueron desecados en 
estufa de vaclo a 25"C y conservados en desecador.
Durante la marcha del proceso, se fueron réaM 
zafndo pruebas de capacidad aglutinante de los mencionados
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residuos, pudiéndose comprobar que la mayor parte de / 
aquella se encontraba en los dos ûltimos , especialmen­
te en el de acetona. La incorporaclôn de sustancia acti 
va por los primeros disolventes es despreciable, y por 
otra parte, sus residuos son pequenos y de difîcil mane 
jo.
Finalmente, y terminado el proceso, se llevé 
a cabo la valoracién cuantltativa de los diferentes re­
sidues, por titulacién con suspensién salina de glébulos 
roj.os al 50 %. Para dicha valoraciôn se realizé una ex­
traccién de una muestra de aquellos con solucién acuosa 
de ClNa G'9 % de forma que la relacién peso residuo/vo- 
•lumen ClNa 0'9 % resultase Igual en todos los casos. / 
Tras 5b. en agitacién, y eliminado por centrifugacién el 
residue insoluble, todos los sobrenadantes fueron titu- 
lados, obteniéndose los siguientes resultados:
Eter etUico —  Tltulo de aglutinacién—  1/4
■ Cloroformo —  . " " " —  1/8
Acetato de etilo—  " " " —  1/64
Acetona —  " " " —  1/1.024 •
A la vista de estos datos, y teniendo en cuen 
ta que los residuos de la extraccién cloroférmica y con 
eter etllico son pequenos, asl como que el correspondien 
te del acetato de etilo tiene aspecto siruposo y résul­
ta muy diflcil de desecâr, parece que el residue de la/ 
acetona séria el mâs adecuado a utilizar. Por otra par­
te de la comparacién de su crornatograma con el correspon 
diente al extracto bruto primitivo, se confirma la eli­
minacién total de ciertos acompanantes,y parcial de otros.
En este punto, se procedié a la extraccién / 
con solucién acuosa de ClNa 0*9 %, durante 24h. con agi 
tacién, de este polvo desecado procédante de la extrac­
cién con acetona. Tras centrifugacién y titulacién, los 
sobrenadantes fueron liofilizados en un aparato Leybold-
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Heraetts mod. GT-2, conservândose en envases perfeotamen 
te cerrados y a 4®C.
Por ûltimo, y a fin de obtener un indice cuan 
tltativo del grado de purificaciôn conseguldo respecte 
al extracto primitivo, llevamos a cabo una prueba de re 
lacidn peso liofilizado/actividad, para ambos extractos. 
De esta forma, pudimos constatar que para una misma ac­
tividad aglutiJiante f rente a les glébulos rojos, el pe­
so necesario del nuevo extracto liofilizado era doce ve 
ces meuior; es decir, nuestro método habla rendido un ex 
tracto del orden de doce veces mâs activo que el primi­
tivo.
Es importante hacer notar que en el residuo / 
final del polvo objeto de extraccién por los distintos 
solventes, se comprobé ausencia total de actividad hema 
glutinante.
Tampones
En las pru^as correspondien tes a la eleccién 
del tampén mâs conveniente, en nuestro estudio de la in 
teraccién llposomas - fitohânaglutinina, fueron ensaya- 
dos los siguientes:
1.- Tampén âcido acético/acetato Na, pl^5'6 obte
nido a partir de las soluciones: 0 *21! âcido a
cético, y 0'2M acetato Na.
2.- Tampén biftalato K,4*aOH, pH=5'8, obtenido a /
partir de las soluciones: O'IM biftalato K, y
O'iN NaOH.
3 - Tauapén PO^H^/PO^HNa^, pH= 5*6, obtenido a /
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partir de las soluciones: 1/15M PO^H^K, y 1/15M 
PO^HHS^-
4.- Tas^n âcido citrico/PO^HNa^, pH= 5'8, obteni­
do a partir de las solüciones: O'iM âcido ci- 
trico, y 0'2M PO^HNaj.
Azûcares
Los distintos azûcares con que se ha trabajado 
en las pruebas de inhibiciôn, son los siguientes:
1.- D jÇ.+J_ Glucosa, para fines bioqulmicos C Merck )
2.- D Galactosa, para fines bioqulmicos (Merck)
3.- D 2. ^ npsa_, para microscopla y bacteriologla 
C Merck )
4 - D ^abinosa^ para microscopla y bacteriolo 
gla C Merck )
5.- D 2. Glucosaraina C Sigma Chem.Co )
6 .- N 2. ëF±til_-_p_-_G^co2amina ( 2 acetamido-2- 
desoxi - D - glucosa ), C Sigma Chem. Co )
7.- N 2 ÊF®^ll_""_P_"_Galactosamina ( 2 acetcunido - 
2 - desôxi - D - galactosa ), cristalino,98% / 
de riqueza, grado III, t Sigma Chem. Co ).
8 .- . Sal.i£ina C glucôsido'del alcohol o-hidroxi-ben
cllico ), para microbiologla, ( Merck ).
Otros Materiales
Sanqre; La sangre utilizada para las pruebas 
de aglutinacién, grupo 0 Rh +, nos fué propor 
cionada por el Servicio Central de Hematologla 
del Hospital Cllnico.
Sephadex; Se ha trabajado con Sephadex tipo / 
G-50 medio, tamano de particule 50-150y, sumi 
nistrado por Pharmacia Fine Chemicals.
Quitina; C poli - N - acetil glucosamine ) de 
caparazones de cangrejo, suministrado por Si£ 
ma Chem. Co.
Triptéfano; L - Triptéfano, para fines bioqul 
micos, suministrado por la casa Merck.
M E T O D O S
Test de actividad
La determinacién de la actividad hemaglutinan 
te de un extracto, como medida de la concentracién de / 
fitohemaglutinina en el mismo, es el ûnico método gene­
ral actualmente utilizado. Para fitohemaglutininas pur^ 
ficadas, con espectro de absorcién tipificado, es senc^ 
llo determinar la concentracién exacta, y con ello esta 
blecer la relacién concentracién-actividad aglutinante.
• El Test de aglutinacién de diluciones séria- - 
das del extracto, es siempre un método sâmicuantitativo, 
si bien existen algunas Variaciones en la determinacién 
del punto final, que suponen un ajuste mâs fino é mâs / 
grueso del mismo. Como normas a observer para la reali- 
zacién del dicho test, se han tenido en cuenta las si­
guientes:
1) Utilizar solucién salina isoténicaCClNa 0'9%), 
como medio para disolver el extracto a anali- 
zar, desechando todo resto insoluble.
2) Utilizar sangre reciente, del mismo dia si e£ 
taba reçogida simplemente sobre anticoagulan­
te, y mâximo de 15 dlas, si era sangre conser 
vada para trasfundir. Se escogié para traba-, 
jarr. sangre grupo O Rh + .
3) La sangre era lavada con ClNa 0'9% tantas ve-
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ces como fuera necesario, generalmente très , 
hâsta observar ausencia de hemolizado.
4) El sedimento de eritrocltos, fué diluido con 
solucién salina isoténica, hasta obtener una 
suspensién del 50% con la que se trabajé habl 
tuaImente. En algunos casos, se utilizé sus­
pensién al 2%.
5) Con la suspensién asl preparada, se procedié 
a la realizacién del test, sobre plaça, para 
las diluciones seriadas del extracto. El pun­
to final fué detemlnado a " ojo desnudo ".
Preparacién de llposomas
El modelo experimental de membrana utilizado 
bésicamente en nuestro estudio,fué el de liposoma unila 
melar. Dichas estructuras lipldicas, fueron formadas a 
partir de soluciones de los fosfollpldos que hablan de 
entrer en su composicién. El trataumiento subsiguien te / 
con ultrasonidos, condujo a la obtencién de estructuras 
cerradas de una sola bicapa lipldica.
El procedimientio utilizado, es, bésicamente , 
el descrlto por Huang ( 122 )
En un matraz de evaporacién, se disponen los_ 
volümenes adecuados de las soluciones cloroférmicas de 
los fosfollpldos, para obtener finalmente una concentra 
cién en la suspensién acuosa de llposomas, de lOymoles/ 
/ml. De ess cantidad, el 8% ( mol/mol ) corresponde a _ 
DCP, y el resto a lecltlna, para la composicién habitua]^ 
mente ütilizada. El efecto de la pequena proporcién de 
DCP en las veslculas, consiste en proveer a las mismas_
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de una carga superficial neta negative; de esta roanera, 
se consigne la estabilizaciôn de las suspensiones de 1^ 
posoroas, ya que los fenémenos de floculaciôn se ven en- 
torpecldos ante las repulsiones elec tro s té tica s que se 
establecen.
En el caso de incorporée ién a los llposomas , 
de otro componente, tal que el colesterol, la adicién / 
del mismo, tiene lugar en forma de solucién clorofôrmi­
ca, y al tiempo que los PL. La proporcién de DCP, del / 
8% C mol/mol ), se mantiene constante respecto a la can 
tidad total de llpidos.
Una vez meZcladas las soluciones cloroférmi- 
cas, y previo paso de corriente de N^, se procédé a la__ 
evaporacién a vaclo del cloroformo, en rotavapor, man- 
teniéndose la temperatura del bano entre 22-24“C. La fi 
na pellcula de fosfollpido que queda asl adherida a las 
paredes del matraz, es, en estas condiciones, extremada 
mente susceptible a la oxidaciôn, por lo que la inmedia 
ta aplicacién de corriente de una vez restituida la 
presién, résulta imprescindible. Aslmismo, la adicién / 
del volumen correspondiente de solucién acuosa de ClNa 
0'9%, debe hacerse lo més répido posible.
A continuacién, y por medio de agitacién mecé 
nica durante 5mn, a 40*’C, peura conseguir la total dis­
persiôn de los llpidos, se obtiene una suspensién de li 
posomas de estructura multilaunelar, englobando espacios 
acuosos entre las bicapas concêntricas.
La transformacién de estas estructuras en li- 
posomas unilamelares, se consigne mediante la accién de 
los ultrasonidos; nosotros, hemos utilizado un sonicador 
M.S.E. de sonda de titanio, de 150 W de potencia. El / 
tiempo de sonic.acién variable segûn la composicién de ^ 
las veslculas, fué de 20mn en el caso més favorable, y 
de 50 mn en el de mayor dificultad,
62
A fin de evitar procesos de degradaciôn de ti 
po oxidativo durante esta operacién, la dispersiôn fué 
sometida previamente al paso de una corriente de Ng ,pa 
ra asegurar su satutaeiôn en atmôsfera inerte.
Durante el proceso de sonicaciôn con sonda de 
titanio, se desprenden pequenas partlculas de este mé­
tal, por lo que las dispersiones de llposomas obtenidas, 
deben ser sometldas a centrifugacién seguidamente;esto, 
se llevé a cabo en nuestro caso, a 13.000' g y durante / 
30mn. Al finalizar la operaclén, puede observarse un de 
pésito de titanio en el fonde del tubo de ceAtrifuga- , 
clôn, que suele.englober algûn aglomerado de Ifpido que 
no se encontraba formando veslculas. Tra# de là centr1- 
fugacién, la suspensién se deja establllzar durante Ih, 
a temperatura ambient# y en atmésfera de N^.
Algunos autores ( 122,167-169 ) han apuntado 
la poslbllidad de que una exposleién prolongada de los 
fosfollpidos a la accién de los ultrasonidos, pudiera 
conducir, aûn en presencia de Ng, a la degradaciôn qul- 
mlca de aquellos, y como consecuencia, a la apariciôn / 
de productos que alterasen su comportamiento flsico-qul 
mleo. En este sentido, se ha llevado a cabo en nuestro 
laboratorio C 170 ), un estudio del posible proceso de­
gradativo, en nuestras condiciones operatorias. Dicho / 
estudio coraprendla un control de pureza por cromatogra- 
fla en capa delgada, y un control del estado de oxida- 
clén por medio del Indice de Klein ( 171 ). Comparando 
los datos obtenidos para los llposomas antes y después 
de la sonicaciôn, se comprueba que: 1 )^ no aparece nin- 
guna nueva especie molecular detectable por TLC; 2^ ) no 
ha tenido lugar oxidaciôn apreciable. Por tanto, pode- 
mos tener la seguridad, de que nuestro procedimiento,ml 
nlmiza la degradaciôn tanto oxldativa como mecénioa.
La dispersiôn de llposomas unilamelares asl /
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obtenlda, es casl transparente. Teniendo en cuenta que 
la dispersiôn de luz a una longltud de onda determlnada 
es funelôn del tamano de la partlcula en suspensién, no 
sotros hemos escogldo este parâmetro, a fin de conseguir 
en nuestras preparaciones una distribueién similar de / 
teunaho. El ajuste se realizé, utlllzando un espectrofo- 
témetro Ü.V.- visible - I.R. préximo, Shimadzu mod. QV- 
-50, de forma que el coeficlente de extincién " aparen­
te " a 700nm resultara dél orden de 5.10 ^mM~^cm” .^
Microscopla electrénlca
Las pruebas de microscopla electrénlca, fueron 
programadas con el fin de dilucidar, si el fenémeno de_ 
interacciôn que tlene lugar por adicién de extracto de 
Myrtus communis sobre una suspensién de llposomas, co­
rresponde a una agregaclôn de estas estructuras, é a / 
una fuslén de las mlsmas, tal que en el caso de la Con 
A. Cd60 ).
La utlllzaclén de tincién negative, posee ven 
tajas interesantes t 120 I para la vlsualizacién direc­
te de las fases lipldicas en medio acuoso, gracias al / 
contraste proporclonado por la no-penetrabilidad del _ 
coloremte en las primeras.
En primer lugar, la rigide fijaclén de la sal 
C fosfotungstato Na, molibdato aménlco Y, en forma de / 
un cristal opaco a los electrônes, parece ser protege _ 
las estructuras veslculares. En segundo lugar, la no ut^ 
llzaclén de disolventes lipldicos, y finalmente, la pos^ 
bilidad de obtener un alto grado de resolucién.
En contrapartlda, la técnica lleva aparejados 
algunos curtefactos C 3.70 }, por ejemplo ; la tincién ne 
gativa de estrornas de eritrocito, con fosfotungstato sô.
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dlco 6 potésico, conduce a su deslntegraclén, mientras 
que usando fosfotungstato célclco 6 molibdato aroénico , 
el reconocimiento de las estructuras es inmediato.Esto, 
ea debido al efecto de dlstorsldn por tenslén electros- 
tética, que producen los lones xsultlvalentes C fosfo- / 
tungstato 1 adsorbldos. Tamblên, y por técnicas mtcroe- 
lectrof orétlcas, se ha confiinaado la adsorclén prefer en 
te del fosfotungstato y no del molibdato.
Por estas razones, es conveniente examiner el 
material con varios tlpos de tlnclén negative, y escor 
ger aquella con la que se obtengem las Imégenes més ni- 
tides, sin causer dlstorsldn de estructuras.
En nuestro caso, con Idea de evitar la precl- 
pltacidn en forma de crlstales, de las sales contenldas 
en el medio acuoso en que habituaImente se preparaban / 
los llposomas, ensayamos pr imer amen te el método utilize 
do por Papahadjopoulos C-IQQ I. Dlcho método consiste / 
en la utlllzaclén de une sal volétll C acetato aménlco 
145mM ), como medio de dlsperslén de los llposomas, y _ 
molibdato aménlco para la tincién negative posterior.
Otro de los métodos ensayados, conslstlé en 
la preparacién de los llposomas dlrectamente en solucién 
de molibdato aménico al 2%.
Finalmente un tercero, utlllzando acetato amé 
nico como medio de dispersién, y fosfotungstato ai 2 % 
para la tincién.
Con estas preparaciones, pudimos comprobar, _ 
que a peser de haber cuidado la concentracién salina de 
las soluciones para no producir un choque osmético en / 
las estructuras veslculares, las imégenes obtenidas no 
resultaban vélidas. Por otra parte, reallzamos algunas_ 
pruebas coroplementarias.::dlrigidas a comprobar si la inr 
tensidad de la interaccién llposomas - fitohemaglutini­
na, seguido por dispersién de la luz a 90", varia en los
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meâlos anteiflocmente cltados respecte a la solucldn têun 
p6n habltualmente utlllzada. Los resultados demuestran 
que tante en acetate amdnlce corne en melibdate amônice » 
la lnteraccl6n es ne tablemen te mâs debll que en ClNa __ 
0*9 % 6 tampdn éLcldo cltrice/PO^HNajr pH = 5*45.
A la vlsta de las dlflcultades que acabames / 
de menclenar, optfunos per la alternative de corapaglnar 
el mêtede de tlnclân cen la censervacidn del medie sal^ 
no en que venlames e stud lande la Interaccldn. Para elle y 
y siguiende las orlentaclenes del Or. M. Ruble, la mues 
tra se deposltaba en la rejllla, dejândese secar y a / 
contlnuacldn precedlêndese per lavades suceslves a ell- 
mlnar el ClNa. De esta ferma, se prevenla la Interferes 
cia de les crlstales preclpltades en la visualIzaciôn / 
de las estructuras.
Sobre el depôsite que quedaba en la rejilla _ 
tras estas eperacienes, se anadiô selucidn de fosfetung£ 
tate al 2 % para la tlncidn negatlva, y una vez sece,se 
observ6 en un microsceple Siemens, Elmiskep 1, cen pe- 
tencial de aceleraciôn de 80 KV.
La calidad de las imâgenes asl ebtenidas, su- 
perô netablemente a las anterlores, y al tiempe, repré­
senta una vent.aja en el sen tide de que las Imâgenes de 
la interaccldn cerresponden mâs ajustadamente al fenôim 
no ebservado per etros métedes dptices, pueste que fuë 
preducida en las mismas cendicienes.
Dispersidn de la luz
La senal de dispersion Rayleigh, medida a 90? 
ha side ya utlllzada per diverses autores C 156, 157 ), 
en estudies de interacciOn de lectinas cen modèles de / 
membrane. Dichos auteres, han censtatade la preperciena
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lldad entre la senal dlferenclal 6 bien la senal relati 
va de dispersion a 90®, y la agregaciOn 0 fusiOn de las 
veslculas, debldo a la adictOn dé cantidades creclentes 
de la lectlna. La seAal dlferenclal se obtiené por sus- 
tracciOn de la senal deblda a les liposomas, de la re- 
gistrada en la InteracciOn liposomas—lectlna. La senal 
relative es la senal dlferenclal bêcha relative al valor 
obtenido para los llpôsemas TOlôs,en cada axperiencla.
Nuestras medldas fueron realizadas en un es- 
pectrofluorimetro Perkin - Elmer mod. JîPF- 44A, provis- 
to de registre X ~ 1 C Bauseh. & Lcmb, Omnlgraphic 20001• 
Las cube tas de medida eran de caras planas y J.cm de pe­
so Optlco. La temperature fuO controlada a C 25^ 0-'S I ®C 
mediante el circuito de termostatlzaclOn del porta cube 
tas, de que venla provisto el aparato, y con la ayuda / 
de un ultra-termostato " Colora ".
Todas las solûclones, asl como las suspensio- 
nes de liposomas, fueron filtrades a través de filtres 
Millipore HAW6 .04700 de 0* 45 pm de dlâmetro, a fin de / 
asegurar la ausencla de eiementos diverses an suspension, 
que distorsionarlan la medida. En el caso de los liposo 
mas, se bizo necesario un anâlisis de fOsforo C 165 ) / 
posterior ya que la flltraciOn supone al tlempo la reten 
clOn de estructuras mayores y cierto grado de adsorclOn 
independiente del tamano C 173 1.
La longitud de onde elegida para medir la di£ 
persiOn Rayleigh de la lùz incidente no polarizeula, fué 
500 nm, siendo las apertures de rendija las correspon- 
dientes a pesos de banda de lOnm para la excitaciOn y 
3nm para la emisiOn. El aparato se utilizO siempre en / 
modo " ratio " para evitar efectos debidos a fluctuaclo 
nés de intensidad de la l&mpara.
En los casos en que resultO necesario, se uti 
lizO como patrOn,la senal de dispersion deblda a una so
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luciOn de PyP C P.1S. 40.000 1 al 3% C P/V 1 . Todos los 
resultados que se presentan, son media de al menos très 
exper ienc ia a.
Estudies por ‘f luorescencia
En los experimentos relativos al estudio de 
la influencia del extracto de H. communis sobre la tran 
siciOn de fase en liposomas de DPPC, se utilizO la téc 
nica de fluorescencia, por considérer que era adecuada 
en nuestro caso para sequir el proceso.
El " anclaje " de una molêcula fluorescente 
en la bicapa lipldica, permits seguir algunos de los / 
fendmenos que en çsta se producen, p.ej. por cambios __ 
de temperature^ a través de la medida de los parâmetros 
de fluorescencia caracterlsticos de dicha sonda.
En nuestras pruebas, heroos utilizado a tel __ 
fin el 8 - Anilino - 3. - naftaleno sulfonato C ANS i , 
ya que al ser altamente sensible a los Ccunbios de pola 
ridad en su entorno, y dado que su capacidad de unidn 
a la bicapa depende del estado, gel 6 liquide cristali 
no, en que se encuentra su matriz lipidica, perroite fâ 
cilmente detectar la temperature a la que tiene lugar 
la correspondiente transiciôn de fase. L 3.74 1
El aparato con que se realizaron estas medi- 
das, fué un espectrofluorlmetro Perkin - Elmer mod. / 
MPF- 44A, con registre X - Y incorporado C Bausch. & -, 
Lomb, Omnigraphic 2.000 ). Las cubetas de medida eran 
de caras planas y 3.cm de paso ôptico. Sè interpuso un 
filtre de interferencia de 390 nm para éliminer el po- 
sible efecto perturbador de la dispersion Rayleigh en 
las medidas. Las condiciones de trabajo fijadas fueron 
las siguientes: longitudde onde de excitaciOn ( Xex )_
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380 nm, apertura de rendija en la excltacldn, la corres 
pondlênte a un paso de banda de lOnm, y apertura de ren 
dlja en la emlslOn, la correspondiente a un paso de ban 
da de 3nm. En todas las esperlenclas se reglstrd el es- 
pectro de eraisldn efectuando las lectures de Intensld&d 
a 475 nm. Todas nuestras medldas fueron hechas relati­
ves a un patrdn de suifato de Quinine C 5 jêg/ml ) en / 
SO^Hj O'J- N.
El rango de temperatures barrldo para la prue 
ba» fué el comprendldo entre 2Q®C y 55®C, reglstrândose 
los espectros a intérvalos de 5®C, excepto en la zona ' 
préxima a la Te C temperature de transicidn )en que el 
intervalo se redujo a JL*C. El barrldo se llevé a cabo / 
en sentido ascendante de temperature en pri%ar lugar, y 
a contlnuacldn descendante. Para la termostatlzaclOn se 
utllizO un ultra-termostato " Colora ", y para la medi­
da de temperature en cubeta, se bizo use de un termOme- 
tro digital de sonda Sideven mod. TED- 1, de sensibili- 
dad 0^'JL®C. La velocidad de cambio de la temperature o£ 
oil6 entre los valores de: 0*2 — 0'5“C/min.
La adiciOn del ANS a la suspension de liposo­
mes, se realizO mediants inyecciOn con microjeringa Ha­
milton, en la proporciOn de 20pl de soluclOn madre de / 
ANS C 6*6 ma 1, por cada 4ml de suspension de O'J. mg _ 
PL/ml: por tanto, la concentraciOn final de ANS era de 
33jiH. La adiciOn era seguida de agitaciOn durante 3.5 s 
en agita-tubos.
Estüdios de cinêtjca
En los estudios de interacciOn de lectinas con 
modèles de membrane, une de los primeros aspectos que / 
se suele aborder, es el estudio de la cinética de reac-
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clôn que sigue el proceso. Esto se lleva a cabo median 
te medida de la turbidez C 152 -154 1, a tiempos cre­
clentes de incubaciôn de la muestra; en algunos casos 
C 160 I, se utilize la espectroscopia de RSE. De esta_ 
forma, puede estudlarse la dependencia de la velocldad 
Inicial del proceso, con pàrémetros taies como: pH,tem 
peratura, concentraciOn de lectina, concentraciOn de 
liposomas, composlciôn del liposome, etc...
En nuestro caso, dado que la velocldad de In 
teracclôn es extraordinarlamente elevada, y resultaba 
imposlble el estudio a temperature ambiante, nos limi- 
tamos a determiner el tiempo » para la reacciOn, y a / 
registrar las curves de cinética a distintas concentra 
clones de éxtracto.
A tel fin, utilizeunos un espectrof luorlmetro 
Perkin - Elmer mod. MPF- 44A, siendo la senal medida, 
la correspondiente a la dispersién Rayleigh, a 90®. Las 
condidiones de lohgitud de onde de excitacidn, rendi- 
jas y cubetas asl ccaoo la termostatizacién, fueron las 
mismas que las utilizadas en las restantes pruebas de 
dispersién Rayleigh a 90®. Para los registros, se aco- 
pl6 un registrador Y-t, Kipp & Zonen, Micrograph BD5, 
siendo la amplitud de escala de IQmV, y la velocldad / 
de registre de iO rmn/min.
Monocapas
Las experiencias de monocapas de fosfollpi- 
dos, sencillas y mlxtas, fueron realizadas como comple 
mento de las llevadas a cabo con liposomas, y parale- 
las a estas en cuanto a la composiciôn lipidica, a fin 
de obtener mayor informacidn sobre las interacciones / 
fitohemaglutinina - fosfollpido de membrana. En estas_
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pruebas, la fitohemaglutinina, fué solubllizada en la 
subfase.
El aparato en que fueron realizadas las medi 
das, fué diseflado en nuestro laboratorio, gigulendo las 
Instrucciones de los Prs. Desnuelle y Verger, y cons-, 
truido parcialmente en Marsella. Dicho aparato, destl- ' 
nado al estudio de monocapas y cinética de reaeciones__ 
enziméticas, consta de una Balanza superfIclal,compues 
ta de una càmara termostatizada, en cuyo Interior se _ 
encuentra la cubeta de reaccldn, soportada en una ban­
de ja; bajo esta, se localizan los mecanlsmos de arras- 
txe de la barrera. En la parte superior de la cémara , 
se encuentra instalada una mlcrobalanza eléctrica para 
la deteccidn de las variaciones de tensldn superficial 
en la cubeta. Adosado a este equlpo, se dispone de un 
pK- Stat, y un registre1
La cubeta de réaccldn, construida en teflén, 
esté formada por dos campartlmentost 1) el de reacclén 
propiamente dicho, termostatizado, y que se utillza pa 
ra el estudio de clnéticas de reaccidn y degradaclones 
enziméticas, y 21 el utilizado para los estudios de ca 
pas monorooleculares.
La barrera de compreslén, dispone de cuatro 
velocidades. En nuestro caso, hemos trabajado con la / 
més lenta, correspondiente a 2'6 cm/mn.
La electrobalanza acoplada, es una mlcroba­
lanza Beckman LM- 600, que consta de dos partes:
al El sensor, en el cual se ha sustituido_ 
uno de los platillos, por un alambre del 
que cuelga la plaça de Wilhelmy, hablén- 
dose equilibrado su peso por colocacldn 
en el otro platillo, de pesas a modo de 
tara.
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bî El equlpo electrânlco, mediants el cual / 
se ajusta la sensibilidad de la balanza . 
En nuestros estudies, hemos utilizado el 
rango de 3.00 mg por considerarlo el més _ 
adecuado
De la electrobalanza, pasa la senal a un pH - 
Stat compuesto de dos eiementos :
a) pH- métro Metrohm, E- 512, con dos posibi 
lidades de amplitud de escala en el regi£ 
tro, corre spondiente s a 700 y 140 mV. 
Nosotros hemos trabajado en la escala de 
140 mV.
b) Impulsomat Metrohm, E- 473, unido al an-, 
terior y conectado al motor que permits 
el movimiento de la barrera.
Finalmente, y en conexiôn con el pH- Stat, se 
dispone de un registrador C Bausch & Lomb ) en el que he 
mos ajustado la velocidad del papel a 2 cm/mn para nue£ 
tras medidas.
El calibrado del aparato, asl como los diver­
sos ajustes antes de cada experiencia, fueron realizados 
segün (175 ).
Para el célculo de las superficies libres, to 
maroos los datos proporcionados por (175 ):
Stotal '
“ ®Libre ®Barrida ; ^
Sp " L x 6 X ( Â" )
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siendo L la dlstancla en cm, sobre el eje de absclsas, 
desde el punto de comienzo del registre hasta el punto 
que nos Interesa.
En cuanto a los câlculos de preeldn superfi­
cial, tomamos el da to, tamblén proporc ionado por (3.75.) , 
de la equivalencla sobre el registre:
1mm -*• O' 241 din/cm
De cada monocapa, se obtuvieron el menos dos 
registros; en el primero la subfase conslstla en tzun- 
p6m écido cltrico/PO^HNaj, pH» S'45, exclusivamente , 
mientras que en el segundo, se habla solubilizado el _ 
extracto en dlcho tampdn, en concentraclSn I'l. 10~^ _ 
^/ml. Esta concentracidn fué seleccionada median te / 
pruebas previas.
Las muestras para la siembra, fueron prépara 
das por toma dsl volumen.conveniente de la solucidn cio 
rofdrmlca madre de PL, y evaporacidn subsiguiente del 
aolvente bajo corriente de N2r* hasta seq@edad. A conti 
nuacidn, se procedla à la reconstitucidn con el volumen 
adecuado de la mezcla éter de petrdleo:etanol C 80:20; 
v/v 1 y adicidn de una gota de alcohol amllico para fa 
vorecer la extensidn de las moléculas sobre el soporte. 
En las soluciones asl obtenidas, se calculé que la con 
centracién quedara ajustada de tal forma que en cada / 
toma de 50ul para la siembra, y salvo error es de precJL 
sién, el n^ de moléculas fuera idéntico.
Puesto que la mezcla éter de petrdleo:etanol 
( 80:20; v/v ) es de fécll volatilizaciôn se pudo com- 
probar que finalizada la siendsra, un tiempo de 5mn era 
suficiente para su eliminacién; asl pues, en todos los 
casos, se comenzé la cbmpresldn una vez-tranôcurrido / 
dicho intérvalo.
Para la siembra, utilizêunos una micro jeringa 
Hamilton de 50yl, siendo este el volumen sembrado en
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en todas las experiencias.
La temperatura, C 22 _ 1 )°C, fué mantenlda / 
mediante la termostatlzacién interior de la cémara que 
contiene la cubeta de reacclén.
R E S U L T A D O S
P R U E B A S  C O N  E L  E X T R A C T O
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PRUEBAS CON EL EXTRACTO
Segdn se ha mehclonado en el capltulo de mate 
rtales y mëtodos, la obtenclôn de un extracto enrlquecjL 
do por suceslvas extracclones con dlstlntos dlsolventes, 
fué precedlda de una serie de pruebas, encaminadas a / 
determlnar la vlabilldad.6 no de los procesos més cornu- 
nes seguldos para la purlflcaclén de lectinas.
En el presente apartado, pretendemos hacer un 
breve resumen de los resultados obtenidos en dlchas prue 
bas, hablda cuenta de que las mismas nos aportaron algu 
na informacidn acerca de ciertos aspectos dal comporta- 
miento qulmico y magnitud molecular de la fitohemagluti 
nlna del Myrtus communis.
Como punto de partIda se realizaron algunas / 
pruebas cualitativas de IdentifIcacién de los componen- 
tes mayoritarios, que resultaron ser fundaunentalmente . 
taninoS, flavonas y saponinas. Segdn queda reflejado en 
matertales y métodos, la cromatograffa sobre papel What 
man n* 3, eluyendo con écido acético al 60 %, y revelan 
do el cromatograma con vapores de amonlaco, demostré la 
existencia de cumarlnas y fenoles de naturaleza écida _ 
en gran caritidad.
A la vista de estos resultados , y dado que _ ' 
los extractos presentaban una fuerte coloracidn amari- 
llo - naranja, se pensé que la misma podla ser atribui- 
da en gran medida a las sustancias de naturaleza flavo- 
noide. Asimismo, y puesto que dichos compuestos repre- 
sentarîan una de las mayores contribuciones a la inter- 
ferencia en el seguimiento de la fitoheanaglutinlna ' /
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por el espectro de absorclén U.V.,su eliminaciôn parecia 
presentarse como el camlno més Inmlnente a seguir.
A tal fin, utilizêunos dos tipos de adsorbentes 
genéricos de colorantes. En primer lugar, el carbén acti 
vado, manteniéndose una muestra de aproximadamente 25ml 
de extracto en contacte con 4g de C. activado, durante / 
24h y con agitacién inteirmitente. El liquide obtenido 
tras la subsiguiente filtraciôn al cabo de dicho tienqpo, 
presentaba color rojizo oscuro, que se comprobô era deb^ 
db al aumento de pH en la solucién, pudiendo regenerarse 
el eunzurillo primitive por simple adicién de ClH. Median- 
te espectro U.V. se demostré la adsorcién parcial de las 
sustancias responsables del mismo. Finalmente por deter- 
minacién del tltulo de aglutinacién del extracto en con­
tacte con el C. activo, y comparacién con un blance del 
mismo extracto, se détecté la adsorciôn de una cantidad 
de fitohemaglutinina, mitad de la total contenida en el_ 
extracto, le que se refleja en una disminucién del tltû- 
lo, desde 1/64 a 1/32.
El segundo adsorbente ensayado fué la alûmina 
neutra activada a 110®C Ih. Disponiendo 250mg de la mis 
ma con 4ml de extracto de tltulo 1/8, al cabo de 5h de / 
contacte con agitacién, no se détecta capacidad aglutinan 
te en el liquide sobrenadante.
Como puede deducirse de los datos anteriores , 
la capacidad de fijacién de la fitohemaglutinina es cua­
tro veces superior en el caso de la alémina, que en el / 
del carbén activo, pero con nlnguno de los dos sistemas 
es posible la ellminacién del colorante sin arrastre si- 
mu Iténeo de fitohemaglutinina.
Ante la imposibilidad de la previa separacién 
de las sustancias colorantes del extracto, procedimos d^ 
rectamente a ensayar la fijacién de nuestra fitohemaglu­
tinina a una matriz de Sephadex, que como ya se mencioné
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en la parte teérlca, se utillza profusamente en la pur^ 
ficaclén de lectinas por crornatografla de afInidad.Para 
ello, se dispuso Ig de Sephadex G- 50 hinchado con solu 
clén salina de ClNa 0'9 %, con Jml de extracto de tltu­
lo 1/128; se mantuvo en contacte con agitacién intermi- 
tente durante 24h y a contlnuacién se pfocedié a su / 
filtraclén a vaclo. Del anélisis del filtrado se deduce 
una disminucién de 16 veces en el tltulo de aglutina- , 
cién, una fijacién grande del color a la matriz del Se­
phadex, y un incremento en el pH del extracto tras el 
contacto con dicha matriz. Aungue el Sephadex pareoe f^ 
jar tanto las sustancias colorantes como la responsable 
de la aglutinac.ién, no existe en princlpio necesided de 
establecer una relacién entre ellas.
Comprobada la capacidad de fijacién de la fito 
hemaglutinina al Sephadex G- 50 se intenté la separacién 
mediante columna. La primera observacién, fué la de que 
el color del extracto quedaba fijado en la parte sape- , 
rior <^e la columna. Por otra parte la necesidad de gran­
des volûmenes de elucién de los eiuyentes ensayados(agua, 
tampones, écldos etc...), junto al hecho da no tener / 
eonstancia de la existencia de otro raétodo flsico é flsi^  
ce - qulmico que resuite més especlfico que el test de / 
aglutlnacién, hicleron fracasar el seguimiento de nues- 
tra suftancia activa.
La idea de encontrar una matriz de fijacién pa 
ra la fitohemaglutinina, que nos permitiera monter una _ 
cromatografla de afinidad, nos condujo a ensayar a contj^  
nuacién el mêtodo propuesto por Bloch y Burger ( 17 ) pa 
ra la purificacién de la aglutlnina del germen de trigo. 
Dicho método, utilize qultina procédante de caparazén de 
cangrejo, lavada sucesivamente con agua, 0'05 N ClH, / 
CO^NSj al 1 % y etanol, como adsorbente.
Nosotros comprobamos que una cantidad de 250mg
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de esta qultina, fija totalmente la fitohemaglutinina _ 
contenida en 4iq1 de extracto de tltulo 1/8. Es de resa^ 
tar el hecho de que se produzca esta fijacién, ya que el 
monémero correspondiente, la N-.acetil glucosamina, no 
inhibe la actividad hemaglutinante de los éxtractos de_ 
mirto. No obstante, el caso no résulta sorprendente si 
tenemos en cuenta que la afinidad de las lectinas pare- 
ce ser superior, en general, por los oligosacâridos que 
por los azûcares sencillos C 176 ).
Ensayada la capacidad, de desorber la fItohe­
maglutinina, de distintos tampones y a distintos pH,nos 
encontramos con el mismo problems que eq el caso del / 
Sephadex, es decir, se necesitan grandes volémenes de 
elucién. Esto nos hace pensar, que en ningûn caso la de^  
sorcién es especlfica, ya que ademâs sucesivos lavados 
con grandes volûmenes de agua destilada, desorben igua^ 
mente la fitohemaglutinina.
Un tercer medio ensayado fué el sistema glébu 
los rojos fijados con glutaraIdehido y utilizados en / 
suspensién al 10 %. Los resultados obtenidos en este ca 
so , tampoco parecen ser adecuados a nuestros fines.
En este punto, heroos de senalar, que en las _ 
pruebas de cromatografla sobre papel que acompanaron a 
las pruebas cualitativas previas, se realizé el recorte 
y subsiguiente test de aglutinacién de las bandas que / 
apareclan. Se desarro1laron 7 cromatogramas con écido 
acético al 60 %; el revelado mostré la existencia en to 
dos ellos, de 9 bandas, las cuales fueron recortadas y 
puestas a extraer con metanol. Tras evaporacién de di­
cho solvents, el residuo seco obtenido de cada banda, _ 
fué reconstituido con solucién salina de ClNa 0'9 % y 
titulado. La banda 1, més préxima al orlgen, presentaba 
un tltulo de hemaglutinacién de 1/128. La banda 2, 1/32, 
la banda 3, 1/16, la banda'4,' 1/2 y los residuos de ex-
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tracclén de las bandas 5,6, 7, 8 y 9 n o  presentaban ca 
pacldad hemaglutinante. Tltulando el orlgen del cromato 
grama, y el espaclo comprendldo entre el mismo y la ban 
da J., se obtuvieron tltulos muy elevados. EStos datos 
parecen indicar, que la fitohemaglutinina no se sépara 
en bandas, ni es asoclable a ningitna de las 9 obtenidas; 
su localizacién entre el origen y la mitad del cromato­
grama, en proporciones decrecientes, isplica que més / 
bien se estarla produciendo una fijacién a la celulosa, 
y una difusién a través del papel %iatman.
Ante la imposibilidad de conseguir una purifi 
cacién de la fItohemaglutinina por los medios cromato- 
gréficos corrlentes de purificacién de lectinas, se es­
sayé la posibilidad de (Atener un extracto enriquecido 
mediante ellminacién por diéllsis y ultrafiltracién de_ 
los conponentes de bajo peso molecular, sin riesgo de / 
dilucién de las muestras como habla ocurrido en casos _ 
anteriores.
Para el ensayo de dlélisis, se utilizaron mem 
branas de colodién, de tamano de poro 8 nm^, lo que su­
pone que el teumano molecular de exclusién es el equiva­
lents al de una protelna globular de peso molecular / 
20.000. Se dispusieron très boisas de este tipo contenlen 
do un volumen de C'5 ml de extracto, de tltulo 1/256, a 
dializar frente a un volumen de 500 ml de agua destila­
da. El liquide de diélisis fué renovado très veces en _ 
24h, reuniéndose los dializados y concentréndose hasta 
un volumen de 5 ml para realizar el test de aglutina- , 
cién.
Tras las 24h de diélisis, se observé un incre 
mento en el volumen contenido en las boisas de diélisis, 
del orden de 5 veces el inicial.
Realizadas las oportunas correcciones para / 
comparer los datos, y partlendo. de los resultados obte-
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nldos con el test de aglutinacién tras la diélisis se / 
cQRiprueba : 4*1 que la cantidad de f itohemaglutinina en 
el interior de cada boisa de diélisis, ha disminuido 8 
veces; 2®) que parte de esta, ha atravesado la membrana, 
ya que en el dializado se aprecia capacidad hemagluti­
nante, y 3®) que una proporcién considerable, y superior 
a la anterior, ha quedado fljada a la membrana de colo­
dién.
La conprobacién definitiva de esta ûltima hi- 
pétesis, se llevé a cabo , colocando las boisas de dié­
lisis, que presentaban un color èunarillo intense, en / 
agua destilada. Al cabo de 48hÿ se aprecia la desorcién 
parcial del color, y la aparicién de actividad agluti­
nan te en la solucién salina.
Un segvindo intente de separacién de los compo 
nentes de bajo peso molecular, se realizé utlllzando la 
técnica de ultrafiltracién a través de filtres Milllpo- 
re C Immerslble Molecular separator Kit ), de membrana 
de Pellicon tipo PTGC, siendo el tamano molecular de ex 
clusiéb, el correspondiente a una protelna globular de 
peso molecular 10.000. Por la constituclén qulmica de / 
dicho filtro, y basados en las experiencias anteriores, 
presumimos que la fitohemaglutinina, quedarla, tamblén 
en este caso, adherida al filtro, pero no obstante, nos 
Interesaba comprobar si el tamano molecular de nuestra 
aglutinina era Inferior a 10.000 .
De la filtracién del extracto por este medio, 
se pudo deducir, que efectivamente, la fItohemaglutini­
na en parte atravesaba el filtro, y asimismo quedaba en 
parte fijada a él. El hecho quedé ratlfIcado con poste­
rior idad y de manera més contundente que en el caso de 
la membrana de colodién, ya que la desorclén de la aglu 
tinina fijada al filtro, con solucién ClNa 0'9%, impli- 
caba en este caso, el paso a través de aquel.
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La Invlabllldad de las técnlcas de diélisis y 
ultrafiltracién para nuestros fines, nos llevé a un nue 
vo repianteamiento del problema. Dado que la proporcién 
de sustancias flavonoides en el extracto, era,como ya / 
mencionamos, considerable, deCidimos llevar a cabo una 
extraccién con disolventes orgénicos, sobre el polvo de 
las semillas de Myrtus communis, a fin de poder saparar 
diobos flavonoides de la fitohemaglutinina.
El esquema de extraccién seguido, ya ha sido 
deacrito detalladamente en el capltulo de Materiales y_ 
Métodos. Sorprendentemente, la actividad hamaglutinante, 
quedé concentrada précisâmeste en aquellos éxtractos més 
ri.oos en heterésidos flavénicos. Sin embargo, la activi 
dad, por mg de extracto, obtenida, résulté ser del or­
den de .12 veces superior a los éxtractos etanélicos pri 
mitivos.
Llegados aqul, debido a nuestra carencia de / 
medios y de experiencia en este tipo de problèmes, deci 
dimos encomendar el aislamiento de la fitohemaglutinina, 
al grupo del Pr. A. Gonzélez, en el Institpto de Qulmica 
de Productos Naturales de La Laguna, especializado en / 
este tipo de trabajos.
Del conjunto de los ensayos que acabamos de _ 
describir, puederi deducirse ciertas caracterlsticas de 
la fitohemaglutinina. Asl por ejemplo, los datos de las 
pruebas de diélisis y ultrafiltracién, demuestran que _ 
se tra ta de una molécula de pequeno teoaano, ya que su 
peso W)lecular ha de sèr inferior a 10.000 . De su dife 
rente solubilidad en les disolventes orgénicos utiliza­
dos, y de su sorprendente-afinidad por matrices compues 
tas de pollmeros glucldicos, puede apuntarse que la mo­
lécula posee caracterlsticas anfifllicas. En efecto,con 
juntando los datos de anélisis elemental —  vease Intro 
duccién — , los de diélisis y ultrafiltracién y el hecho
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de que no exista una precipitacién con sulfato amônico 
C Ortega y cola., comunlcaclén personal ) ni con etanol 
6 acetona, nos abocan a postular que no se trata de una 
protelna. Sin embeirgo, bien pudiera ser un oligopéptido 
y esto estarla de acuerdo con el bajo contenido porcen- 
tual en N/ de los éxtractos brutos primitives, y los re 
sultados de ultrafiltracién.
Por otra parte, la solubilidad de la fitohema 
glutinina en disolventes con diferencia marcada de pola 
ridad —  ej % agua y acetona —  nos hacen suponer que la 
molécula estarla constituida por un resto hidrofllico y 
otro hidrofébico. Baséndonos en el hecho de que multi­
ples lectinas. son glicoprotelnas, la solucién més senci 
lia séria atribuir al resto hidrofllico, naturaleza glu 
cldica, quedando la parte hidrofébica formada por un / 
oligopéptido con elevada proporcién de cuninoécidos de 
cadena lateral hidrofébica ( Gli, Ala, Val, Leu, Ile, - 
Pro, Fen, Trip y Met. 1.
Co inc idiendo con la realizacién de las expe-, 
riencias que acabamos de exponer, el descubrimiento de 
la capacidad de amortiguacién de la fluorescencia del / 
Triptéfano, por el extracto bruto etanôlico del M. comnm 
nis C Dra Abeger, comunicacién personal ), nos indujo a 
estudiar la posibilidad de un método de valoracién basa 
do en dicho efecto.
El primer punto a constatar en este estudio , 
fué la existencia de linealidad entré la senal de fluo­
rescencia del Triptéfano, y su concentraciôn. Para ello, 
se prepararon una serie de diluciones en tampôn éc. Oi- 
trico/PO^HNSg pH= 5'45, de concentracién comprendida / 
entre 0 ' 2 jig/ml y 10 jjg/ml. Utilizando un patrén de suJ^  
fato de Quinina de 2 pg/ml para hacer relatives las me­
didas, se déterminé la senal de fluorescencia de la se­
rie de muestras, excitando a 285 nm. Los resultados ob-
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tenldos, fueron representados gréflcamente C Fig 1 ).
De esta representaoién se deduce la existencia 
de linealidad para concentraclones de Triptéfano infe- 
rlores a 4 pg/ml. A concentraclones superlorss aparece_ 
un fenémeno de filtro interno.
La viabilidad del efecto de amortiguacién de 
la fluorescencia del Triptéfano por el extracto, como / 
método de valoracién de la fitohemaglutinina contenida 
en el mismo, se fundeunenta en dos puntos. En princlpio, 
es necesario determinar si el descenso de la efipacia / 
cuântica de las mezclas Triptéfano - extracto, relative 
a la del Triptéfano, sigue uha relacién lineal con la _ 
concentracién de extracto. En segundo lugar, y comproba 
do esto, habrta que constatar que la fitohemaglutinina 
es realmente la ûnica responsable de dicho efecto.
La relacién entre la eficacia cuântica del / 
Triptéfano y la.de las mezclas Triptéfamo - extracto, _ 
vlene dada por la siguiente éxpresién, deblda a Stern - 
Volmer :
**T-E ^T-E t J- - ^  1
donde :
: Eficacia cuântica del Triptéfano.
, ^î.cacia cuântica de las mezclas Triptéf ano- 
Extracto.
F^ ; Senal de fluorescencia de una solucién de / 
Triptéfano de concentracién igual a la de es 
te en las mezclas Triptéfano - Extracto.
9"
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Fig. 1
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^T-E " Senal de fluorescencia de las mezclas Triptô 
fane - Extracto,
T : Absorbanciajl a la longitud de onda de excita 
cl6n ( 285 niB ), de una solucldn de Trlptdfa 
no de concentracldn Igual a la de este en / 
las mezclas TrlptÔfano - Extracto.
: Absorbancla a 285 ran, de las mezclas Trlpttf-
fano - Extracto.
Seleccionada la coACentracldn de Trlptdfano / 
de 0'5 yg/iul, como adecuada para Investlgar la amorti- 
guacldn de la fluorescenola por el extracto purlflcado, 
pasaraos a comprobar el cumpllmlento de la ley de Lambert- 
Beer, por las mezclas Trlptdfano - Extracto. El rango / 
de concentraclones de extracto beurrldo, fud de l'5yg/ml 
a 16'5 Wg/ml.
Prevlamente, se habla comprobado, que tanto _ 
el extracto —  en el rango de concentraclones menclona- 
do C Flg 2 ) —  , como el Trlptdfano ( Pig 3 ) cumpllan
tamblén la ley de Lambert - Beer a 285 nm.
, En la representacl6n grSflca t Flg 4 ) puede 
apreclarse la estrecha concordancla de los resultados / 
(*tenldos en dos experiencias. Asimismo, se comprueba _ 
que la absorbancla de las mezclas, es, en todos los ca­
sos, suma de las de los dos componentes, lo que Indlca 
ausencla de Interaccldn qulmica entre los estados funda 
mentales de ambos .
La medida de la senal de £luorescencia, a 350 
nm, de estas mismas muestras, utlllzando sulfato de Qui 
nlna de 2 ng/ml como patrôn, nos proporclonô los valo-- 
res de F^_g .
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Aplicando ios datos en la expresldn (1 ),se 
o&tuvleron los correspondlentes do , para ca
da concenfcracl6n de extracto. La. tabla C I % resume es 
tos resultados.
Conc.Ext®'
jig/jal
*T ^ *T-E 
exp-1
*T ^ ^T-E 
exp-2
l'é 3'7 3’9
3 U 6'3 6'4
4 U 8'2 7'8
6'2 1 2 ’0 .12'4
8'3 16'5 16'3
12*4 24*9 22*5
16’5 ' 31*3 30'7
T A B L A  I
La representacldn grâflca de (ren­
te a la concentracldn de extracto C Fig 5 ), demuestra 
la exlstencla de llnealldad hasta una concentracldn de 
16'5 pg / ml. A partir de aqulr se observaron ciertas 
desvlaciones , posiblemente debldas a la interferen- 
cia de otros componentes del extracto. La llnea discon
Il
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tintia représenta la extrapolacl6n para concentraclones 
8Xip<erlpres a 16'5 yg/ml en àusencla de interferenclas. 
Evldentemente, esta suposlcl6n debe ser conflrmada una 
vez que se dlsponga de la aglutlnlna pura.
En lo que respecta a la atrlbucldn a la fito 
hemaglutlnina, de la responsabllldad de esta amortigua 
clôn de la fluorescencia del Ttiptôfanoy no se ha podi 
do llëgar a una conolusiôn definitiva. No obstante, se 
llev6 a cabo un ensayo consistante en la comparacidn 
del efecto de très extractos: el extracto primitlvô / 
etandlico, el obtenldo del residue seco de la extrac- 
cidn con acetato de etilo, y el purificado con que se 
realizaron las pruebas anteriores, y que procedla del_ 
residue de la extraccidn con acetona.
Realizadas las diluciones pertinentes para / 
que los très poseyeran el mismo tltulo de hemaglutina- 
cidn, pudo observerse que sus respectives descensos re 
lativos de la eficacia cuântica del Triptdfano, eran / 
senslblemente iguales. Partiendo del supuesto de que 
la naturaleza y concentracidn de los compuestos conte- 
nidos en cada:uno de elles, no debe, en principio, ser 
la misma, a excepcidn de la fitohemaglutinina, podrla 
correlacionarse el citado descenso con la concentracidn 
de esta. Sin embargo, dado que el test de hemaglutina- 
ciôn es s61o un método semicuantitativo, y que no se / 
puede descartar la posibilidad de existencia en los très 
extractos, de una sustancia que a baja concontracidn _ 
fuera la responsable del’ efecto que nos ocupa, no podg^  
mos, de roomento, hacer uso del método propuesto para / 
la valoraciôn de la fitohemaglutinina del mirto. No. / 
obstante, es de esperar, que en etapas mâs avanzadas 
de su purificacidn, 6 bien finalmente aislada la aglu- 
tinina, puedan obtenerse confirmaciones definitivas de 
la validez del método.
P R ü E B A S C O N  L I . P O S O M A S
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PRUEBAS CON LIPOSOMAS
Pruebas prevlas
Nuestra contribueiôn al estudio del modo de ac 
cl6n de la fitohemaglutinina del Myrtus communie, esté 
basado en el empleo de modelos de membrana. Por esta ra- 
sdn, y partiendo del hecho constatado C 69 ) de que esta 
aglutlnlna posee una extraordlnarla afinldad por la frac 
cl6n lipldlca del suero humano, nuestra espectatlva de / 
Interaccidn con liposomas de fosfollpldo puro, debfa ser 
constatada.
A este fin, se planted una experiencla en la / 
que, utllizando una suspensidn de liposomas en solucldn 
sallna de ClNa 0*9 % , de concentracldn 0*2 mg PL/ml, se 
observaba el aumento de turbidez producIdo al anadlr un 
volumen Igual del extracto etandlico prlmltlvo de tltulo 
de hemaglutlnacidn 1/32, dlluido 50 veces. Este método , 
es el seguldo habitualmente por otros autores ( 152-157), 
para determinar la existencia de interacclén de una lec- 
tlna con liposomas de diferente composicldn.
En nuestro caso, al aumento de turbidez fué se 
guldo por medida de la dispersidn Rayleigh a 90", siendo 
la longitud de onda de excitacidn, de 500 nm. De esta ma 
nera pudo observarse que la adiciôn de la cantidad men- 
cionada de extracto producla un incremento de senal sobre 
la registrada para la suspensién de liposomas blanco, / 
del orden de 10 veces.
Este hecho es atribuible al establecimiento de
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una interêycciôn entre el extracto y los liposomas, que 
habrîa conducido a la agregacidn 6 fusidn de taies es- 
tructuras.
I<a par tic ipac idn en esta efecto de la fitohe- 
maglutinina contenida en el extracto de mirto, no pudo 
ser investigada simultaneamente en esta experiencia.La 
razôn estriba en las limitaciones impuestas por el test 
de bemaglutinaciôn, respecte a las concentraclones dé­
tectables de dicha sustancia. Al no disponer de otro / 
método més especlfico y sensible, nos vimos obligados 
a realizar una nueva experiencla con concentracidn su­
perior de extracto, y en consecuencia, de lipos(xnas.En 
esta ocacién, pudo apreciarse a simple vista, que fru- 
to de la agregacién 6 fusién de los modelos de membra­
na, el aumento de turbidez era précticamente instanté- 
neo, y al cabo de unes minutes, 'las estructuras forma- 
das, floculaban. La centrifugacién posterior de esta 
muestra y el anélisis de la capacldad de heroaglutina-, 
cién del sobrenadante, demostrô que esta habla desapa- 
recido por complété.
Teniendo en cuenta que para una concentracién 
final de extracto de tltulo 1/8, se habla utilizado / 
una concentracién final de liposomas en la muestra, de 
5 p moles/ml, se realizaron a continuacién dos expe- , 
riencias més en las que manteniendo constante la con­
cen trac iôn de extracto, se rebajaba la de liposomas a 
2 p moles/ml y 1 p mol/ml. El resultado, fué la apari- 
ciôn de actlvidâd hemaglutinante en los llquidos sobre 
nadantes —  tltulo 1/2 y 1/4 respectivamente —  .
Estos dates reflejan que la fitohemaglutinina 
esté implicada de una forma fundamental en la interac- 
ciôn del extracto, con este sistema lipldico puro.
Por otra parte, en un ensayo posterior, pudo 
observarse mediante técnicas espectrofotométricas y de
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dlsperslôn de la luz a 90", que no existe slgno aparen- 
te de interacciôn cuando'las jnismaa proporclones anterio 
res de fosfollpldo y 'extracto , se encuentran en medlo 
netanôllco. Estas observaclones nos ban conducido a pen 
sar que la interacciôn sea de natutaleza hidrofôbica, 6 
bien, y sin excluir esta posibilidad, que se requiers / 
la  estruoturaciôn concrets del fosfollpido en forma de 
bicapa.
A pesar de que queda demostrado elpapel fun­
damental que la fitohemaglutinina juega en la interac- 
oiôn objeto de nuestro estudio, las pruebas anteriores 
no son concluyentes de que dicha sustancia es la ônica/ 
responsable. A fin de consegulr evidencias més consis- 
tentes sobre este aspecto, se planteô una experiencla _ 
cuyo objeto era la comparaiciôn del efecto, seguido por 
dispersiôn de la luz a 90", de très extractos distintos, 
sobre la misma concentraciôn de liposomas.
El primero de los extractos, era el etanôlico 
primitive, utilizado en las pruebas que acabamos de des 
cribir. Los otros dos, procedian de la extraeciôn con / 
igual volumen de ClNa 0*9 %, sobre el mismo peso de re 
siduo seco de la acetona, y el acetato de etilo ( vease 
Materiales y Môtodos, extraeciôn sucesiva por disolven- 
tes orgénicos ). Acto seguido, se procediô a su titula- 
ciôn para realizar las- diluciones convenientes en cada 
caso, que permitieron obtener très soluciones madré de 
tltulo 1/32. De ellas se tomô el volumen apropiado de / 
forma <|ue adicionado a la suspensiôn de liposomas, la __ 
concentraciôn final de estos fuera de O'I mg.Pl/ml y la 
de aquellos, la équivalente a un tltulo de 1/32 diluida 
100 veces.
Las senales registradas de dispersiôn de la / 
luz a 90"C Xex = 500 nm ), medidas en unidades arbitra- 
rias, fueron transformadas en senal relativa, siguiçndo
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el crlterlo de Redwood y cols (156, 157 ), de la si- , 
guiente forma:
( 2 )
= senal deblda al tampôn en unidades arbitrarias. 
En elgunos casos, corresponde al ClNa 0'9 % .
Sg = senal debida al extracto en unidades arbitra- , 
rias.
- senal debida a la suspensiôn de liposomas blan 
cof.en unidades arbitrarias.
Sj = senal debida a la interacciôn liposomas-extrac 
to, en unidades arbitrarias.
El tiempo de incubaciôn de las muestras, a / 
25“C, fué de 30mn.
Los resultados obtenidos para los très extrac 
tos, quedan reflejados en la tabla (Il ), en la que _ 
'aslmisiQO se especifica la diluciôn que hubo de sufrir 
cada uno de elles, para obtener el correspondiente ex­
trac to madré de tltulo 1/32.
Los datos son, como puede observarse, muy s^ 
milares. La posibilidad de coexistencia de otra sustan 
cia distinta de la f itohemaglutinina, en :^ os très ex- • 
tractos, no debe ser despreciada. No obstante, el anS- 
lisis de las diferentes diluciones que han sufrido ca­
da uno de ellos, nos oblige a rechazar la idea de que 
dicho hipotético compuesto, se encontrara a la misma / 
concentraciôn, 6 muy prôxima en los très casos. Esta _
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séria la ûnica expllcaclôn de que un grado de fuslôn 6 
agregaciôn de los liposomas dentro del estrecho margen 
que reflejan los resultados, fUera producido por otra 
de las sustancias del extracto, y no la fitohemagluti­
nina .
Procedencia i Diluciôn )
•.... • T
Afi/Sg
Exto Acetona t 1/1.600 1 9*2
Exto Etanôlico bruto t 1/1.600 ) lO'l
Exto Acetato de etilo C 1/200 ) 10'8
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Eu consecuencia, la responsabilidsd princi­
pal de la interacciôn liposomas-extracto de mirto, re- 
cae sobre la fitohemaglutinina, siendo, de existir, _ 
francamente despreciables los efectos coadyuventes de 
otraë sustanciaS. Las‘pequenas diferencias que pueden 
apreciarse en los datos aportados, son probablemente / 
atribuibles al error que comporta el test de aglutina- 
ciôn, como medida de la concentraciôn de fitohemagluti 
mina.
Una vez establecidas. las bases fundamentaies 
para el inicio de nuestro trabado, y decidido que éste 
habla de llevarse a cabo utilizando el extracto purif^ 
cado, procédante de la extraeciôn con acetona, pasamos 
a cuantificar definitivëuoente la concentraciôn de fito
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hemaglutlnina. A este fin, una cantidad de aproximada- 
nœnte 5 g del polvo, residue de la extraeciôn con el / 
citado disolvente, se mantuvo en contacte con ClNa 0'9% 
durante 24K y en agitaciôn intermitente. Tras centrifu 
gaciôn y titulaciôn del sobrenadante, se distribuyô e£ 
te en envases de 2ml para su liofilizaciôn. De estos 
envases de liofilizado, conservados a 4"C, se tomô una 
muestra de 10, y previa pesada, se geconstituyô cada / 
uno con 2 ml de agua destilada. Despuês de comprobar __ 
que el liofilizado se disolvia completamente, se reunie 
ron las soluciones y se procediô a su titulaciôn. Por 
diferencia entre el peso del envase lleno y vacîo,pudo 
deducirse el peso de liofilizado en cada frasco, y te­
niendo en cuenta que en cada uno de ellos existe una 
cantidad muy aproximada de 18 mg dé ClNa, pudo obtener 
se la concentraciôn real en mg £xto/ml de la solueiôn 
titulada. Esta, que presentaba un tltulo de 1/128, fuë 
diluida para obtenerse una segunda de tltulo 1/32. La 
concentraciôn en peso/volumen correspondiente a esta / 
ûltima, constituye el Indice de equiValencia : concen­
traciôn ( P/V ) - tltulo, que nosotros hemos establecdL 
do para nuestro estudio.
Peso total de liofilizado ( 10 muestras ) = 279*2 mg
Peso aproximado de ClNa en t " " ’) = 180*0 mg
Peso real de extracto en ( * " ) = 99*2 mg
Este peso real de extracto, estaba contenido 
en 20 ml de soluciôn, por tanto, la concentraciôn es _ 
de 4*96 mg/ml. Teniendo en cuenta un factor de diluciôn 
de 4, la concentraciôn correspondiente a la soluciôn / 
de tltulo 1/32, es de 1*24 mg/ml.
Con posterioridad, se llevô a cabo un nuevo 
muestreo, pudiendo comprobarse que si bien no existe /
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en los envases una homogeneldad absoluta en peso de / 
liofilizado, el margen de variaciôn es estrecho, y di- 
laidos cuatro veces tras su reconstituciôn, todos pre- 
sentaban un tltulo de 1/32.
A partir de este momento, se trabajô con so- 
luciônes madré de concentraciôn 1*24 mg/ml, preparadas 
a partir de cada envase de liofilizado. Periodioamente, 
se realizô un control para determinar si se habla pro­
ducido pêrdida de actividad hemaglutinante durante el 
a Imacencunien to.
B^fectojdel_pH
En el estudio de una Interacciôn como la que 
nos ocupa, es interesante trabajar en un medio tampona 
do, a fin de que el factor pH, con sus posibles conse- 
cuencias, no representen una nueva variable a tener en 
consideraciôn cuando se investigue un efecto concrete.
La elecciôn del tampôn, se llevô a cabo me­
diants medida de la dispersiôn de la luz a 90", tenien 
do en cuenta los efectos sobre la interacciôn y sus / 
componentes por referencia al medio saliiua de ClNa - , 
0'9$ .
Escogimos para elio, cuatro tampones de pH = 
5'8 ^.0*2 : âc. acético/acetato Na, biftalato/NaOH, __ 
PO^HgK/PO^HNa^ y éc. cltrico/PO^HNa^. Dado que la pre- 
paraciôn madré de liposomas ( 92 % PC + 8 % DCP ) , se 
hallaba en ClNa 0*9 %, dichos tampones fueron hechos / 
isotônicos con este medio, para .evitar la liais de nue£ 
tros modelos, 6 simplements la variaciôn de su tamaho 
como consecuencia de su comportamiento osmôtico.
Se comprobô en primer lugar que la capacidad 
de estos tampones no se vela rebàsada cuahdo la concen 
traciôn de extracto en ellos era de 12'4 yg/ml. Esta ,
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era segün acabamos de expllcar, la que corresponde a / 
una de tltulo 1/32 diluida 100 veces, es decir, con la 
que se habla venido trabajando en pruebas anteriores. 
Mantuvimos esta concentraciôn como idônea, hasta reali 
zar el estudio del grado de interacciôn frente a la / 
concentraciôn de extracto.
Igualmente, la capacidad tampôn, tampoco se 
vela rebasada al producirse la interacciôn con liposo­
mas de concentraciôn final O'I mg/ml.
Realizadas estas comprobaciones bésicas, pa­
samos a la medida de la senal de dispersiôn de la luz 
a 90", cuyo8 resultados quedan resumidos en la tabla /
cm).
A simple vista puede observarse, que en lo _ 
que respecta a los liposomas, ni se proraueve agregaciôn 
ô fusiôn de los mismos, ni se altera sehsiblementé su 
tamano promedio por efecto de la composiciôn del tam­
pôn .
No ocurre as! con el extracto, en el que cier 
tos tampones parecen provocar agregacio’nôs ô interac- 
ciones entre sus componentes por comparéeiôn con el me 
dio salino de ClNa. No obstante, tanto si la fitohema­
glutinina se ve involucrada en esto como si no, ello _ 
no interfiere su capacidad de interacciôn con los lipo 
somas, ya que las senales- debidas a la interacciôn pue 
den considerarse muy aproximadamente iguales.
Esto explica las diferencias existantes de _ 
uno s teunpones a otros, en la senal diferencial ( AS ) , 
y en la relativa C AS/Sg ).
El ônico têunpôn que no parece afectar a las 
sustancias del extracto, es el de éc.citrico/PO^HNa^ - 
C Mcllvaine ) , siendo su conç>ortamiento en este aspec­
to, y a travês de estas medidas,muy similar al de la / 
soluciôn salina de ClNa 0'9 %.
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Por esta razôn, hemos escogido dicho tampôn 
para nuestro estudio, siendo ademés de resaltar que el 
rango de pH que con 01 se puede abarcar—  de 2'5 a 
8*0 —  nos facilita en gran medida la investigaciôn sub 
siguiente del efecto del pH sobre la interacciôn lipo­
somas - fitohemaglutinina.
El efecto del pH sobre la capacidad aglutinan 
te de células por lectinas, ha sido extensamente estu- 
diado. JMakela C 1.957 ) utilizando glôbulos rojos tra- 
tados con glutaraldehido, y barriendo el rango de pH / 
comprendido entre 4'S' y 1 1'0, encontrô que para la ma­
yor la de las aglutininas, el grado de agregaciôn era / 
aparentemente igual dentro de este amplio limite, y so 
lo ligerêunente més dëbil en los pH extremes. El tltulo 
de aglutinaciôn de las lectinas es précticeimente cons-> 
tante en este rango de pH, lo cual sugiere que la aglu 
tinaciôn tiene lugar aûn bajo condiciones en las que / 
aunbas, célula y molôcula de lectina, poseen carga ne ta 
del mismo signo. Las moléculas de lectina pueden ser _ 
desprendidas de la membrana celular a pH inferior a 3 
C 177 1, lo que nuevaroente refleja un paralelismo con 
la estabilidad de los confiéjos antigeno - anticuerpo.
En general, aquellas lectinas cuya capacidad 
aglutinante es dependiente de la presencia de cationes 
( Ca^^, Mg^^, Mn^^ ) en el medio, son muy sensibles a_ 
variaciones de pH. Asi, en el caso de la Con A, a pH / 
bajo, los iones metélicos son expulsados de la estruc- 
tura molecular, y la lectina pierde con ello su activ^ 
dad ( 40 ). A pH» 7'0, la molôcula de Con A esté prote 
gida frente a la proteolisis por el Ni^^, pero a pH su 
perior a 8*0, este efecto protector desaparece (178 ). 
Asimismo, el estado de agregaciôn de la lectina es pH- 
dependiente: mientras a pH= 6'G la Con A.es un dlmero 
fundaunentalmente, a pH neutre adopta estructura de te-
1 0 4
trémero C 40, 41 1.
En nuestras experienclas, y como ya hemos men 
clonado, se utillzô tampôn éc.citrloo/PO^HNa^ C McIlvajL 
ne 1, barriendo en Intêrvalos de O'* 2 unidades el rango 
de pH entre 2*4 y 8*0. Todos ellos fueron llevados a Iso. 
tonicidad con ClNa de acuerdo con las tablas tomadas de 
Elving y cols C 179 ).
Partiendo de la preparaclôn de liposomas( 92% 
PC + 8% DCP ) en medio salino de ClNa 0'9%, se realiza­
ron las diluciones pertinentes para obtener una concen­
traciôn final a cada pH, de O’I mg PL/ml. De la misma / 
forma, la ooncentrac iôn final del extracto en cada me­
dio, fué de 12'4 pg/ml.
Producidas las interacciones, y tras un tiem­
po de incubaciôn de 30ron a 25"C, se procediô a la medida
de la senal de dispersiôn de la luz a 90" t Xex“50Onîn ) . 
Al igual que en ensayos anteriores, para cada muestra / 
de interacciôn, se dispusieron los correspondientes blan 
COS de liposomas y de extraCto.
Los resultados fueron elaborados, en la forma
usual para obtener los datos de senal relativa tAS/Sg).
La razôn de utilizer este parémetro, y no AS para la / 
comparaciôn de los resultados, estriba en la necesidad 
de corregir el pequeno defecto introducido, al procéder 
los liposomas de preparaciones diferentes.
La medida de la dispersiôn de la luz a 90"de- 
muestra la estabilidad de nuestros modelos de membrana 
frente al pH, dentro de nuestros limites. Este hecho / 
concuerda con los trabajos de Huang ( 124 ), a los que 
ya hemos hecho referencia en la parte teôrica, y segün_ 
los cuales, queda probada la estabilidad de los liposo­
mas durante una semana, siempre que el pH no sea supe­
rior a 8*5 ni inferior a 5*0.
Por su parte, las senales debidas al extracto.
i o n
parecen indlcar, que tampoco en 61 se producen variacio 
nes con el pH del medlo.
Finalmente, y en lo que respecta a las inte-, 
raceiones, los resultados quedan reflejados en la Fig - 
(61. Como puede apreciarse, no existe un mâximo de in 
teracciôn para un pH definido, sino que por el contrario 
aparece una plataforma entre pH= 3'0 y pH= 6 '5, des-, 
cendiendo la intensidad de interacciôn a partir de estos 
limites.
Nuevamente, hemos de hacer notar, que este re 
sultado es concordante con las observaclones de Makelâ 
t 1.957 ) sobre la aglutinaciôn de glôbulos rojos trata 
dos con glutaraldehido, por diverses lectinas. Paralelo 
a este comportamiento, y de acuerdo con la informéeiôn 
que ya hemos apuntado, séria de esperar que la activi — 
dad de nuestra fitohemaglutinina no dependiera de la / 
presencia de iônes metélicos en el medio.
La explicaciôn del descenso de actividad hacia 
los limites de pH es compleja y requiers las siguientes 
consideraciones. El pH, en cuanto a la modiflcaclôn que 
supone de las cargas en la superficie celular, détermi­
na la magnitud de la barrera energôtica entre las célu- 
las. A pH inferiores a 3'0, la carga negativa se ha re­
duc ido oonsiderablemente, y ha aumentado la positiva —  
la PC es zwiterion entre pH= 3'5 - 10, y DCP tiene un / 
pKa = 3'9 —  . Lo contrario ocurre a pH superior a 7*0. 
En uno y otro caso, la consecuencia es un aumento en la 
carga neta superficial con el consiguiente incremento _ 
en la barrera energôtica que se opone al contacte entre 
los liposomas. Al mismo tiempo no se puede excluir la _ 
posibilidad de que en alguno de los limites, se altéré 
la propia molôcula de fitohemaglutinina, variandô con 
ello su actividad.
Redwood y cols C 156'), obtienen una dependen
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cia similar con el pH, para la aglutinina del germen de 
trigo ( WGA ), observando que por debajo de pH= 3'0 y _ 
por encima de pH* 7'5, la intensidad de Interacciôn de- 
cae abniptcunente.
En consecuencia, y no existiendo un pH ôptimo 
para la interacciôn liposomas - fitohemaglutinina, he­
mos escogido el valor de pH* 5'45 para nuestros traba­
jos, por hallarse situado hacia la mitad de la platafor 
ma de méxima intensidad.
Cinética de la interacciôn
Uno de los aspectos fondamentales y que prime^  
ro suele abordarse en los estudios con lectinas, es la 
velocidad de aglutinaciôn, ya sea de liposomas ô de cé- 
lulas totales.
Como puede fécilmente suponerse, dicha velocj^ 
dad es dependiente de la concentraciôn de lectina y de 
células, y proporcional a ellas. Cuando la concentraciôn 
celular es baja, el proceso es lento, debido al reduci- 
do nûmero de colisiones fructifères que se producen. A 
concentraclones elevadas, la velocidad de aglutinaciôn 
aumenta en virtud de la mayor probabilidad colisional . 
Sin embargo, y por razones que aûn se desconocen, la / 
aglutinaciôn de eritrocitos, es aparentemente mucho mè­
nes sensible a las variaciones en la concentraciôn celu 
lar ( 180 ). En general, sôlo para células nucleadas,re 
sulta ser vélida la norma que acabamos de mencionar. .
Las modificaciones en la concentraciôn de lec 
tina, se traducen en un efecto éun mSs acusado, sobre _ 
la velocidad del proceso. Asi, a concentraclones bajas 
de lectina, se demuestra que, previo a la aglutinaciôn, 
ha de existir un minimo de receptores ocupados, es de­
cir, se necesita una determinada densidad de lectina en
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la superficie celular. La velocidad de este primer es- 
labôn de ocupaciôn, es la limitante del proceso. Por el 
contrario, a concentraclones altas de lectina, una pro 
porciôn considerable de êsta, queda unida antes de pro 
ducirse la aglutinaciôn. En este caso la segunda etapa 
de agregaciôn celular, détermina, por si misma, la ve­
locidad del proceso.
Redwood y cols ( 157 ), han estudiado la ciné 
tica del proceso de aglutinaciôn de. liposomas, que han 
incorporado monosialogangliôsido, por la lectina del / 
germen de trigo C WGA ). Igualmente, Surolla y cols _
( 152 ) estudian la cinética de agregaciôn de liposomas 
con monosialogangliôsido ( GM^ ) por la lectina del Ri 
cinus communis, calculando la constante de velocidad.
El nûmero de puntos de uniôn por ym^ de la superficie 
del liposoma, altera con s iderablemente dicha constante 
de velocidad de la agregaciôn. La dependencia de la ve 
locidad inicial del proceso, con la concentraciôn de / 
los reactantes, ha sido también investigada, por ejemr 
plo para la limulina —  aglutinina del Lirouiüs polyphe 
mus —  y la WGA, con liposomas que contienen gangliôs^ 
dos de eritrocito de caballo ( 153 ).
Curatolq y cois ( 154 ), estudian la influen- 
cia del pH y la temperatura, sobre la velocidad de agre 
gaciôn de veslculas de PC —  que han incorporado lacto 
silceramida — , por la lectina del Ricinus communis. / 
Rendi y cois ( 150 ), utilizando liposomas de llpidos 
totales de eritrocito de conejo y humanos, han determi 
nado la cinética de su agregaciôn por la lectina de so 
ja { SBA ), la de germen de trigo C WGA ), y la Con A. 
Al tiempo, comprueban la reversibilidad del proceso / 
una vez alcanzada la saturaciôn, por adiciôn de los azû 
cares especificos respectives.
En nuestro caso, hemos restringido al estudio
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a la determlnaclôn del tiempo infinite del proceso ci- 
nético. Fundamentalmente, nos interesaba conocer con / 
exactItud el période de incubaciôn minimo, a que habr^ 
an de ser sometidas nuestras muestras, para tener segu 
ridad de haber aleanzado la estabilizaciôn.
Un estudio mâs amplio de esta cinética, care- 
ce de sentido por el momento. La razôn principal radi- 
ca en su complejidad, ya que no disponiéndose de la f^ 
tohemaglutinina purificada, no puede descartarse la po 
sible influencia en el proceso, de otra u otras sustan 
cias contenidas en el extracto, y esto, escaparîa a / 
nuestro.control.
Para el estudio del tiempo de incubaciôn, be­
rnes escogido condiciones de pseudo primer orden. Para 
ello, nos hemos asegurado de que en las preparaciones_ 
existiera siempre un exceso de liposomas en relaciôn / 
con la cantidad de extracto anadido. La prueba compren 
dia la determinaciôn de dicho tiempo de estabilizaciôn, 
para très concentraciones crecientes de extracto, que 
expresadas como relaciôn ( P/P ) de extracto/PL, corre£ 
ponden a ; 31.10  ^mg Exto/mg PL, 62.10  ^mg Exto/mg - 
PL, y 93.10  ^mg Exto/mg PL.
Una serie de pruebas previas, permitieron es- 
timar, que la interacciôn liposomas - fitohemaglutini­
na, se producla de una forma sorprendentemente répida. 
Este hecho hubo de ser tenido en cuenta en el plantea- 
miento de la mecénica del ensayo que describimos a con 
tinuaciôn.
En primer lugar, y sobre un registre Y-t, se 
registra la senal de dispersiôn de la luz a 90", debi­
da a la suspensiôn de liposomas en ausencia de extrac­
to. Acto seguido se procedla a la inyecciôn de la can­
tidad conveniente de éste, mediante microjeringa, en / 
la misma cubeta que contenla los liposomas, procurando
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realizar al tiempo una agltaclôn râpida de la muestra. 
El tiempo muerto comprendido desde el inicio de la in­
yecciôn hasta la apertura de obturadores y comlenzo del 
registre, fué en todos los casos < iO segundos.
La Eig C 7 }, muestra los resultados obteni-, 
dos para cada una de las très concentraclones de extrac 
to empleadas. El trazo inicial paralelo al eje de abs­
cises corresponde a la seRal de los liposomas solos, _ 
quedando marcado sobre él, el momento de la adiciôn del 
extracto.
A la vista de estos registres, puede compro­
bar se como en realidad la reacciôn es muy répida. No / 
obstante existen claras diferencias en cuanto al tiempo 
de estabilizaciôn, para las distintas proporciones de^ 
extracto. Asi por ejemplo,mien tras que para la concen'- 
traciôn de 3*1 yg Exto/ral C C ), se necesitan 10 min./ 
para alcanzar la estabilidad, con una concentraciôn do 
ble —  6*2 pg Exto/ml t B ) -r—  sôlo son necesarios 7 - 
min,,y finalmente en el caso de concentraciôn triple—  
9*3 pg Exto/ml t A ) —  simplements 3 min. son suficien 
tes.
Por consiguiente, y en base a estos resulta­
dos, decidimos tomar un tien^ de 15 min. como periodo 
de incubaciôn minimo, ya que al cabo del mismo, tene- 
reos la seguridad de que no se produce ninguna evoluciôn 
en nuestro sistema.
Considérâmes interesante resaltar el hecho de 
que ésta cinética no se refiere a la primera etapa de 
uniôn de la lectina a nuestros modelos de membrana si­
no que en realidad refleja la velocidad de desencadena 
miento de los fenômenos que son consecuencia, directa_ 
ô indirecta, de esa uniôn.
O)
- w
112
Efecto de la concentraciôn de fitohemaglutinina y de 
liposomas.
Habiendo establecido en las pruebas prevlas / 
que acabamos de descrlblr, los parâmetros y condicio­
nes bâslcas de trabajo, el prlher aspecto de la Inte-, 
raccl6n liposomas - fItohemaglutinina que nos Interesa 
Investlgar, es la dependencla del grado de Interaccldn 
con la concentraciôn de extracto.
En primer tërmlno, se llevô a cabo un ensayo_ 
en el que erapleando la misma concentraciôn de liposo­
mas ( 92% PC + 8% DCP ) —  0*-l mg PL/hÜL —  que en expe 
riencias anteriores, se determlnaba el incremento en / 
la dispersiôn Rayleigh a 90“ debido a la adiciôn de _ 
cantldades crecientes de extracto.
En cada muestra, la adiciôn del extracto sobre 
la dispersiôn de liposomas, Iba seguIda de agitacIôn / 
Inmedlata durante 15 seg. A contlnuaclôn eran mantenl- 
das a 25“C en bano termostatlzado durante un periodo / 
no Inferior a 15 min. antes de realizar la medida.Como 
en ocaslones anteriores, se dlsponla al tiempo, y para 
cada muestra, un blanco de liposomas y otro de extrac­
to, ambos en têunpôn.
Para la elaboratclôn de los resultados, hemos 
hecho uso de nuevo, del crlterlo de Redwood en su tra­
bajo sobre la WGA y liposomas que han Incorporado sla- 
logllcoprotelna t 156 ). Asi, en la Flg C8) quedan re- 
presentados frente a l'a concentraciôn de extracto los 
datos de dispersiôn de la luz, expresados como diferen
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cia entre la senal debida a la Interacciôn » y la corres^  
pondlente al blanco de liposomas; Tabla IV.
Muy prôxima aj.. eje de absclsas y paralela a / 
éste queda representaüa la senal del extracto a las dis 
tintas concentraclones, una vez sustralda la senal del 
tampôn. El hecho de qUe a la misma senslbllldad que / 
fueron realizadas las medidas de Interacciôn, no se ob 
Gierven variaciones de la dispersiôn Rayleigh para con­
centraclones creclentâs de extracto, résulta especlal- 
mente singular. SI la fItohemaglutinina del Myrtus com 
munis fuera una macromolêcula como en el caso de la / 
Con A, evldentemehte la senal de dispersiôn de la luz, 
se verla proporclonalmente modlfIcada con la concentra 
clôn. Este comportamiento particular, aunque de una / 
forma mereunente cualltatlva, refuerza nuestra hlpôte- 
sls segün la cual, la fItohemaglutinina del mirto no _ 
poseerlh un peso molecular superior a 10.000 .
Respecto a la Interacciôn que nos ocupa, se _ 
puede apreclar que existe una proporclonalldad entre 
la senal de dispersiôn de la luz y la concentraciôn de 
extracto anadido sobre los liposomas. Siendo dlchr medl 
da, reflejo del grado de Interacciôn, podemos conclulr, 
que ë#te depende de la concentraciôn de aglutlnlna, la 
cual a su vez es dlrectcunente proporcional a la concen 
traclôn de extracto.
Para las concentraclones mâs elevadas, se al- 
canza una sltuaclôn dç. saturaciôn. Sin embargo, segün 
nuestra oplnlôn, mâs bien deberla denomlnarse pseudo - 
saturaciôn, ya que no puéde descartarse la posibilidad 
de que dicha senal aparente téhga su ralz en un fenôme 
no ôptlco de Interferencla destructive. Teniendo en / 
cuenta que a tan elevadas concentraclones de extracto_ 
debe esperarse la forméeIôn de grandes agregados ô es­
tructura s de fusiôn de tamano considerable,la aparlclôn
VDependencia de AS con l'a concentracidn de extracto.
C- Ex to 1 11 g/ml AS
0'31 0*5 0'3
0*62 l'2 l'O
l'24 2'3 2'1
2*48 4’2 4'0
3JJ2 7’1 6*9
4'96 9'5 9*3
6'2 13*0 12*8
7'44 17'2 17’0
8*68 18'0 17'8
9'92 22'7 22' 5
11'16 26'4 26*2
J.2'4 27'9 27'7
24'8 33’3 33' 1
37’2 35*1 34'9
4S'6 33’6 33'4
V  2 'L ; O’I ; S^= 0' 3
T A B L A IV
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de las Interferencias menclonadas, séria inâs que proba 
ble C 181 ).
Ya nos hemos referido con anterlorldad a los __ 
estudlos que con diversas lectinas, se han realizado so 
bre erltrocltos. En ellosr se demuestra, que la aglutl- 
naciôn, ademâs de ser dependiente de la cantldad de lec 
tlna en el medio, lo es también de una segunda variable; 
la concentraciôn de células. Por esta raz6n hemos èxten 
dido nuestro estudio de titulacidn, a dos concentracio- 
nes mâs de liposomas; 0*075 mg PL/ml y 0*05 mg PL/ml .
El planteamiento experimental y las condicio- 
nes de trabajOr son idânticas a las ya desoritas.
' Los resultados quedan resumldos en la Fig (9). 
En ella hemos representâ’do la senal dlferencial C AS ) 
de dispersiôn Rayleigh a 90*, trente a la relaciôn( P/P) 
de Exto/PL. La raz6n de utilizer ésta dltima relacidn _ 
para expresar la concentraciôn de extracto relative a 
la de liposomas, estâ en la simplicidad que con ello se 
tlene en la comparéeidn de los très trazados.
De esta forma puede apreciarse a simple vista, 
que para un mismo valor de la relacidn Exto/PLf la mag- 
nitud de la senal depende de là concentracidn de liposo 
mas en el medio.
Aslmismo se observa, que el trazado de estas _ 
curvas no es hiperbdlico, sino que se asemeja, mds bien, 
a una sigmoidea. Concretamente en el caso de la concen- 
tracidn menor de liposomas, es donde mejor se aprecia .
La explicacidn al trazado que siguen estas cur 
vas, puede encontrarse en la existencia de un efecto / 
cooperative positive.
En los multiples estudios 1levados a cabo con 
lectinas y membranas naturales, se han emitido diversas 
hipdteàis para explicar la influencia de la concentra- 
cidn de lectina sobre la velocidad del proceso de aglu-
K) 10O lO
t
%
s
UJ
CD
6i
oo
CM
oo
t/3
1.18
tlnacl6n. Una de ellas sugiere que no todos los posi- 
blea puntos de uni6n, estarfan iraplicados en el proce­
so de aglutinaciôn, y que a concentraciones elevadas , 
se estarlan produciendo unlones no especîflcas. Una se 
gunda propone que a bajas concentraciones, sôlo una / 
fracclôn del total de puntos de unidn sobre la superfl 
oie celular, estarlan ocupados, debiendo producirse una 
reorganizaci6n lateral en el piano de la membrana para 
Incrementar las densidades locales de lectina y facili 
tar la aglutinacidn. Schmidt - Ullrich y cols ( 182 ), 
han demostrado que la uhi6n dé la Con A à jaicfosomas / 
de timocito, es un proceso coopérativo positivo cuando 
la cancentracidn de lectina en el medio es baja.
Por su parte, Reisner y cols C 183 ), estudian 
do la uni6n de la lectina de soja C SBA ) —  con bajas 
concentraciones — , a eritrocitos humanos tratados con 
trlpsina, han demostrado que el proceso muestra una / 
coopératividad positiva igualmente.
Surolla y cols ( 152 ) hablan obtenido previa 
mente, un efecto similar trabajando con liposomas que 
hablan incorporado distintas proporciones de diverses 
ganglidsidos, y estudiando su aglutinabilidad por la / 
Con A y la del Rieinus communia.
Finalmente, Redwood y cols C 156, 157 ), pre- 
sentan aslmismo un perfil de cooperatividad positiva _ 
para la aglutinacidn inducida por la WGA, tanto sobre 
liposomas con sialoglicoprotelna, como sobre los que / 
contenlan monosialoganglidsido.
Todo ello refuerza la idea de que en nuestro_ 
caso bien pudidramos estar asistiendo igualmente a un 
efecto de cooperatividad positiva. Sin embargo, nueva- 
mente el hecho de no disponer de la fitohemaglutinina 
purificada, d de un mêtodo de valoracidn especlfico, _ 
nos ha inçedido llegar a conocer el nûmero de molécu-
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las unldas a los modelos de membrana.
Hablendo escogldo como concentraciôn de lipo- 
somas adecuada para nuestro trabajo, la de O'l mg / 
PL/tel, a la vlstà del resultado de esta experiencia,de 
cidimoa utilizer una concentraciôn de extracto de 6'2 
ug/ml, ya que la senal de interaCciôn correspondiente, 
se sitüa ligeramente por debajo de la zona media del _ 
tramo ascendante de la curva; es decir, algo inferior 
al mâximo de intensidad de dispersiôn Rayleigh. De es­
ta forma se évita que la posible formaciôn de agrega- 
dos excesivamente grandes, pudiera perturber las medi- 
das.
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Influencia de catlones divalentes
Algunas lectinas, como ya se ha citado,poseen 
la peculiaridad, de requérir la presencia de iones es­
peclf icos, para ejercer su capacidad aglutinante. Estos 
iones metâlicos, juegan un papal que, aparentemente,no 
estâ relacionado con la neutralizacidn de cargas, <5 el 
aumento de interacciones hidrofdbicas. As! por ejemplo 
se ha descubierto la presencia de cationes divalentes 
ctmo Ca^^, Mg^^ y Mn^^, en la estiructura molecular de_ 
ciertas lectinas. Se cree, que diches iones, son nece- 
sarios para la creaciôn de los puntos activos de la / 
lectina, a los que se une el azûcar C 184-186 ). En el 
caso de la Con A, que ha sido la mâs estudiada, los ca 
tlones le confieren un alto grado de estabilidad estruc 
tural protegiândola frente a la inactivaciôn têrmica /
( 187,' 188 ), y la hidrôlisis enzimâtica ( 178 ).
Estas lectinas, en cuanto a su capacidad aglu 
tinante se refiere, resultan ademâs muy sensibles a / 
las variaciones de pH (40, 178 ).
El tampôn que nosotros venimos utilizando —  
âc.cltrico/PO^HNaj C Mcllvaine ) pH= 5'45 — , por su _ 
naturaleza, tiende a formar complejos con los cationes 
divalentes, que de manera natural pudieran existir en 
el medio, secuestrândolos de este. A pesar de ello, la 
pfesendia‘de dichos elementos, no se manifiesta como / - 
esencial para la actividad de la fitohemaglutinina del 
mirto. El grado de interacciôn de esta con los modelos 
de membrana, es similar, tanto en el medio tamponado _ 
ccmao en soluciân salina de ClNa 0*9% .
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No obstante, hemos conslderado de lnterês,ana- 
llzar la influencia, que sobre la afinidad de la fitohe 
maglutinlna por los liposomas, pudiera tener la presen­
cia de ciertos cationes divalentes, en distintas concen 
traciones, en el medio. Existîa " a priori " la posibi- 
lidad de que dicha afinidad se viera reforzada, tal co- 
mq ocurre con la lectina de soja C 158 ).
En nuestras experiencias, hemos escogido très 
de los cationes mâs frecuentemente citados en la biblio 
grafla: Ca^^, Mg^^ y Mn^^. En cada caso, se utilizaron 
concentraciones creclentes de Cl^Ca, Cl^Mg 6 CljMn, co- 
rrespondiendo concretamente,a ImM, 2mM, 4mM y lOmM. To- 
das las muestras, fueron preparadas en medio salino de 
ClNa 0'9%, quedando suprimido el uso del tampôn âc.citr^ 
co/PO^HNa^, para evitar la posible distorsiôn de los re 
sultados por el efecto que acabeunos de mencionar. La / 
concentraciôn final de liposomas, fué de O’I mg PL/ml,y 
la correspondiente do extracto, 6 '2 yg/ml. Para los en- 
sayos de los très cationes, y en cada una de sus concen 
traciones, se dispuso de una serle de muestras blanco / 
de liposomas y de extracto. Aslmismo, como control, y a 
fin de la ulterior comparéeiôn de los resultados, en ca 
da uno de los très ensayos se prepararon las muestras 
correspohdientes a interacciôn, blanco de liposomas y / 
blanco de extracto, en ausencia de cationes divalentes, 
y en el mismo medio de ClNa 0'9%.
En todas las preparaciones, se dispusieron en 
.primer lugar, los volômenes apropiados de soluciôn madré 
de liposomas, anadiendo a continuaciôn, los correspon- 
dientes de la soluciôn madré de Cl^Ca, Cl^Mg ô Cl^Mn pa 
ra la concentraciôn requerida. En ûltimo término, se / 
procediô a la adiciôn de los volômenes apropiados de ex 
tracto.
El grado de interacciôn, fué estimado mediante
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medida de la dispersiôn Rayleigh a 90“( Xex» 500 nm ), 
expresândose finalmente los resultados en forma de se­
nal relativa t AS/Sg ) .* Las tablas t V, VI, VII ) , re- 
sumen los datos correspondientes a la influencia de los 
très cationes divalentes' sobre la senal debida a los / 
liposomas C Tabla V ), sobre la senal del extracto (Ta 
bla VI J, y sobre la senal relativa de interacciôn ( Ta 
bla VII 1. En ellas quedan reflejados los valores de, / 
dispersiôn dè la luz, tanto en ausencia de cationes,co 
mo en su presencia a las distintas concentraciones em- 
pleadas, con el date del error standard de la media pa 
ra cada concentraciôn y catiôn. Aportamos aquf esté da 
to, dada la existencia de una cierta dispersiôn de los 
resultados.
Analizando el efecto sobre la senal de los 11 
posomas, se puede deducir que'en los très c&sos sôlo / 
existe una ligera alteraciôn, respecte a la sehal con­
trol, como consecuencia de la presencia de los catio­
nes. El orden de magnitud de dicha alteraciôn parece / 
ser mayor en el caso del Mn^^, que en el del Ca^^, y _ 
en este * su vez mayor que en el Mg^^. Con estos dos 
ûltimos cationes, parece existir ademâs, una concentra 
ciôn umbral, que para el séria de 4mM, y para el
estarla situada entre 2 - 4mM. Para el caso del _ 
Mn^^, aparentemente no existe, si bien no se puede des 
cartar la posibilidad de que sea inferior a ImM.
No obstante el incremento que se registre en_ 
la senal de dispersiôn de la luZ por los liposcanas, en 
presencia de cationes, la consecuencia del efecto que_ 
estos producen, no deben atribuirse —  de acuerdo con 
los trabajos de Lansman (189 )— , a una dimerizaciôn.
A fin de descartar la posibilidad de que las 
alteraciones de senal que se registran cuando existen_ 
dlferentes concentraciones de cationes en el medio,fue
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ran debidas a un efecto osraôtlco, se reallzaron una se 
rie de experiencias para estudfar este aspecto. Las me 
didas de dispersiôn Rayleigh, a 90®, de distintas sus- 
pensiones de liposomas preparadas a partir de una solu 
ciôn madré, diluyendo con agua destilada y con diferen 
tes concentraciones de ClNa, demuestran que la influen 
cia de los cationes con que se ha trabajado, no es de­
bida a una perturbaciôn osroôtica.
Por otra parte, se comprueba C-189 1 que la 
adiciôn de EDTA, revierte completamente los efectos de 
agregaciôn inducidos por cationes divalentes. Taies / 
efectos sobre los liposomas, han sido objeto da estudio 
de d if ér entes autores C JL9Q 1.
La influencia de los cationes divalentes, se 
manifiesta de forma mâs acusadà sobre aquellos modelos 
en cuya compoaiciôn existe un elevado percentage de / 
fosfollpidos acidicos. Tal ocurre, por ejentplo, cuando 
se incorpora fosfatidil serina C Pff L, âcfdo fosfatldi 
co CPA l, fosfatidil inositol C Pi I.» ô fosfatidil gli 
cerol C PG l, y siendo la causa fundamental, la carga_ 
neta negative, que dichos fosfollpidos presentan.
Lansman y cols C-189 l, han investigado el _ 
efecto de una serie de cationes —  Ca^^, Hg^^, Hn^ "*", _ 
Ba^^, Sr^^ y La^^ — , sobre liposomas de PA y PS, me­
diante la têcnica de " stopped flow ". De sus resulta­
dos concluyen, que en primer têrmino tiene lugar una / . 
agregaciôn de las estructuras, etapa en la cual es po­
sible revertir el proceso por adiciôn de un exceso de. 
EDTA; posteriormente se produce la fusiôn de aquellas, 
en una etapa mueho mâs lenta proporcionalmente.
Los mismos autores, aportan un dato de con­
centraciôn umbral para el efecto del Ca^^ sobre liposo 
mas de PA, correspondiente a 4 mH. Otros autores C 191), 
utilizando liposomas de PS y tiempos de incubaciôn de_
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aproxlmadiunente dh, obsexvan la fusiôn de los mismos / 
con concentraciones de CljCa del orden de 1 mM, incre- 
mentândose esta concentraciôn umbral a 4 mM, cuando los 
liposomas estân constituidos por PC y PS al 50 %. El _ 
grado de fusiôn en el primer caso, ô mâs probablemente 
su velocidad, aumenta con la concentraciôn de Ca^^, si 
tuândose la mitad del efecto mâximo alrededor de la de 
2 mM. La incorporaciôn de cantidades crecientes de Pc 
disminuye el grado de fusiôn, y asl, este es menor del 
iO % —  tomando como 100 % el debido a liposomas de PS 
— , para una composiciôn de 60 % PS + 40 % PC:
Igualmente, la diluciôn del PA en PC,( 189 ), 
posee un efecto marcado sobre la constante de equili- 
brio y la cinefica de la reacciôn de dimerizaciôn que_ 
se produce con estos liposomas por Ca^^. Ast por ejem­
plo, una diluciôn del 50 % desciende la amplitud de la 
reacciôn hasta sôlo un 4 % —  supuesto el 100 % para / 
liposomas de PA — , y duplica el tiempo para alcanzar 
la mitad del mâximo de reacciôn.
Finalmente, citaremos los trabajos de Rendi 
y cols C158 l, <jue traba jando con liposomas preparados 
a partir de los lîpidos totales de eritrocito, no apre 
cia ningün ceunbio en la turbidez de la suspensiôn, por
adiciôn de CljCa 2 mH,
De todo lo anteriormente expuesto, parece / 
desprenderse que la velocidad y grado de la agregaciôn 
por cationes, es mâs bien una propiedad de la membrana 
liptdica " per se ", que del tipo de catiôn, ô del fo£ 
follpido cargado negativamente.
En nuestro caso, y segûn los datos aportados
por Papabadjopoulos y cols C190 i, no debe producirse
una fusiôn de las veslculas, sino :^s bien una agrega­
ciôn, aunqusy como ya hemos mencionado, no llegue a for 
marse iel dlmero.
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Las diferenclas que reflejan los resultados 
en la efectlvidad da los tres cationes, pudieran hallar 
se relaeionadas con la distinta densidad superficial / 
de carga de cada uno de ellos, en su concha de solvata 
ciôn.
En cuanto al efecto que la presencia de estos 
cationes en el medio, tiene sobre la senal de disper­
siôn de luz debida al extracto, los resultados —  resu 
midos en la tabla C VI J —  indlcan, que dlcho efecto, 
de existir, no es claramente significative. Las varia- 
ciones en la magnitud de la sehal, coanparadas con las 
correspondientes a la influencia de la composiciôn del 
tanpôn —  en que sin duda existe un efecto — , son des^  
preciables.
La tabla CVII I refleja los resultados obte 
nidos para la interacciôn liposomas - fitohemaglutini­
na, expresados como , en presencia de los catio­
nes divalentes. La influencia que estos ejercen sobre 
aquella^ parece tener un sentido negative. El comporta 
miento de los tres cationes es semejante desde el pun- 
to de vista cualitativo. Cada uno de elles manifiesta 
el mâximo de inhibiciôn a una concentraciôn de i iQM. _ 
Con concentraciones superlores, se aprecia una disminu 
ciôn del efecto negative, llegando a hacerse éste inde 
pendiente de aquellas.
A la concentraciôn de -1 mM, el orden de efec 
tividad es: Mn > Ca »  Mg. A 2 mH al Mn^^ ya no ejerce 
ninguna influencia sobre la magnitud de la interacciôn, 
y en el caso de Ca^^ yJJn^^, puede observer se que a las 
concentraciones de 2, 4 y 10 mH, su grado de inhibiciôn 
es similar.
Habida eu enta de que en la primera etapa de_ 
contacte de los liposomas con el catiôn, segôn se ha 
comentado, el resultado es uha neutralizaciôn de la /
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carga neta de las veslculas que favorece su agregaciôn, 
el efecto negativo que se aprecia sobre la interac- , 
ciôn, debe encontrar su explicaciôn en la etapa ulte­
rior de adiciôn del extracto. En efecto, puesto que la 
neutralizaciôn de la carga neta —  total ô parcialmen- 
te — , conduce a una disminuciôn de la barrera energéti 
ca que se opone al contacte entre liposomas, el resul­
tado de la presencia de cationes en el medio, debiera 
ser en el sentido de faciliter la interacciôn. El he- 
cho de que no sea asl, sino en sentido opuesto, nos ha 
ce penser en la posibilidad de que la fitohemaglutini­
na del mirto posea una carga neta positiva. Sobre este 
supuesto, el descenso del grado de interacciôn en pre­
sencia de cationes, podrla explicairse de la siguiente 
forma: existiendo en los liposomas una carga neta super 
ficial negative, la carga opuesta de la aglutinina, ju 
garla en favor de la interacciôn. Si en razôn de la / 
presencia de cationes, la carga neta de los modelos dis^  
minuye, en cuanto mayor es la neutralizaciôn de carga 
menos se facilita el acceso de la f itohemaglutinina a_ 
los liposomas.
A partir de la concentraciôn de 2 mM de catio 
nés, y como acabamos de mencionar, el efecto negativo 
disminuye. Es tambiôn a partir de esta conceritraciôn_ 
cuando , en general, ccmienza a manifestar se la agrega 
ciôn de los liposomas. Por ello, la explicaciôn de es­
te cambio en la tendencia negativa ejercida por los ca 
tiones podrla venir explicada, simplemente, porque cuan 
do la aglutinina accede a los liposomas ôstos ya estân 
parc faimente agregados, por lo que esta etapa dojarla_ 
de jugatr un papel limitante en el proceso de fusiôn. _
1 3 0
Mlcrogcopla electrônlca.
El hecho constatado de que se establece una _ 
interacciôn entre la f itohemaglutinina del mirto y lipo 
semas de fosfollpido puro, cuyas consacuencias son de- 
pendientes de la concentraciôn de extracto en el medio, 
nos conduce a plantearnos el tipo de fenômeno que estâ 
teniendo lugar. En efecto, de los e studios da lectinas 
utilizando estos modelos de membrana, con algôn conpo- 
nente glicoproteico ô glicolipldico incorporado, se àea 
prende que, en general, se produce una agregaciôn de ta 
les estructuras, reversible por adiciôn del azûcar que 
inhibe especlficamente a la lectina en estudio.
Nosotros, al igual que otros autores, hemos / 
hecho uso de la microscopla electrônica, a fin de dilu- 
cidar el tipo de proceso que se présenta en nuestroz sis^  
tema.
El método experimental, ya ha sido descrito / 
en su detalle en el capitule de Materlaies y Mâtodos. _ 
Simplemente recorder en este punto, que se dispuso en / 
prlncipio de una muestra de liposomas sôlos, y otras _ 
tres en las que se habla provocado la interacciôn con 
concentraciones diferentes de extracto.
Las Figs- C 10, 11, 12, 13, 14 ) constituyen 
la reproduceiôn fotogrâfica de algunos de los campos / 
mâs representatives observados al microscopio. De la pri^  
mera de ellas, correspondiente a la dispersiôn de lipo- 
somas en ausencia de extracto, puede deducirse que el / 
tamano de dichas estructuras unilamelares, es del orden 
de 410 A. El asq>ecto general, es el tipico que presen-
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tan estas preparaciones. Las estructuras llposômlcas / 
aparecen blanquecInas ya que la soluciôn de contraste _ 
no ha logrado penetrar en ellos; esto no résulta sorpren 
dente yà que estos modelos son en general poco perméa­
bles.
En las Figs C 13, 14 1 puede apreciarse como_ 
en presencia de extracto se produce un fenômeno de fu­
siôn de los liposomas. Dicho proceso, darfa comienzo / 
por la formaciôn de grandes estructuras cerradas ( Fig. 
11 1 que a su vez al fundir, darlan lugar a la apari- , 
ciôn de extensas masas de fosfollpido. El anâlisis dete 
nldo de estas masas, demuestra que en ellas se conserva 
la estructuraciôn én bicapa C Fig. 12 1, detalle éste , 
especialmente significative, como comentaremos més ade- 
lante.
Resultados semejantes a los que acabamos de / 
describir —  pero mediante la técnica de criofraotura— , 
ban sido obtenidos por van der Boscb y cols C 160 ) con 
la Con A. Empleando liposomas de DPPC —  sin glicopro- 
telna incorporada —  dicbos autores c^ervan que la con 
secuencia de la Interacciôn es la formaciôn de grandes 
extensiones de multicapas.
Por su parte. Redwood y cols C 156, 157 ) en 
sus estudios sobre la lectina del germen de trigo(WGA), 
a los que bemos aludido repetidas veces, obtienen dos _ 
tipos de comportamiento. En el caso de liposomas que han 
Incorporado sialoglicoprotelna C 156 1, la adiciôn de / 
cantidades crecientes de WGA, revierte en la formaciôn 
de agregados, compuestos en su mayorla de veslculas in- 
dlviduales, y cuyo têunaho es proporcional a la concen­
traciôn de WGA ahadida. Se comprueba aslmismo, que la / 
adiciôn de N - Ac - glucosamina a las mezclas liposomas- 
lectina, reduce considerablemente el tamano de dichos / 
agregados.
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Con liposomas que contienen monosialogangliô- 
sidos C 157 I, el efecto producido por la WGA,es el / 
contrario. Es decir, la observacidn al microscopio elec 
trônico de muestras que han sido incubadas durante pé­
riodes de tiempo sucesivamente crecientes, revela la _ 
formaciôn de estructuras progresivamente mayor es. Del 
anâlisis del diâmetro de las nuevas estructuras, los _ 
autores deducen que ha tenido lugar la formaciôn de dl 
meros y trlmeros, por fusiôn de las veslculas primiti­
ves. Sin embargo en este caso, no se alcanza la forma­
ciôn de ma sas extendidas de fosfollpido en multibicapa.
A fin de descartar la posibilidad de que la / 
fusiôn de Auestros liposomas fuera debida a la acciôn 
de alguna srastancia de naturaleza detergents contenida 
en el extracto, y no a la fitohemaglutinina, se llevô 
a cabo una prueba complementaria comparativa. En ella 
se observô el efecto producido sobre nuestros modelos, 
por una sal biliar.
Diferentes autores han estudiado los efectos, 
tanto de las sales biliares como de detergentes en ge­
neral —  Triton X-100 — . Para ello emplean medidas de 
turbidez y de permeabilidad al cromato potâsico, asl / 
como las correspondientes observaciones al microscopio 
electrôiiico. De esta manera, Weissmann C -192 ) demues­
tran que el Triton E-lOO, produce una disrupciôn total 
de las estructuras liposômicas en estado " fluido ". _ 
Inoue y Kitagawa C -193 1, observan que -este mismo de­
tergents afecta a la permeabilidad siendo, a bajas con 
centraciones, mâs susceptibles los liposomas en estado 
" sôlido ", que los que se encuentran en estado " flui 
do ". No obstante, a concentraciones elevadas de Triton 
X-100 C 194 1, estas ôltimas estructuras quedan des- , 
truidas. El estudio de la influencia de la temperatura, 
en el efecto de este detergente sobre liposomas de DPPC
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C195 1, demuestra que la formaciôn de mlcelas mlxtas, 
es mâs. favorable por encima de la temperatura de tran- 
siclôn de dlcho fosfollpido.
Por lo que respecta a las sales billaresideter 
gentes blolôglcos, solubles en agua con formaciôn de / 
mlcelas, la presencia de fosfollpidos como la PC, reba 
ja considerablemente su concentraciôn crltlca.Richards 
y Gardner C 196 ), han investigado los efectos produci 
dos por soluciones de taurocolato y glicocolato, sobre 
liposomas de PC —  estado fluido — , y de DPPC —  esta 
do sôlido — , a diferentes temperatures y pH. Mientras 
que para los primeros, los resultados demuestran que a 
21*0 se ha destruido totalmente la ordenaciôn en bica­
pa con formaciôn de estructuras coralinas, no es sino 
a 37*C cuando empieza a apj^eciarse un efecto similar / 
en los liposomas de DPPC.
Nuestra experiencia en este sentido, cons1stiô 
en la comparaciôn por microscopla electrônica, del as­
pecto de una preparaciôn de liposomas despuës de ser / 
tratada con deoxicolato Na C 1' 2 mM \, y tras su inte­
racciôn. Con el extracto. Esta segunda situaciôn, que / 
ya ha sido descrita anteriormente, conduce a la forma­
ciôn dé grandes masas de fosfollpido estructuradas en 
bicapa. La acciôn del deoxicolato por el contrario,pro 
duce la destrucciôn total tanto de la veslcula, como / 
de la ordenaciôn en bicapa.
De la conjunciôn de todos los resultados obte 
nidos en estos ensayos de microscopla electrônica, po- 
demos concluir que la acciôn del extracto sobre los mo 
delos de membrana C 92 % PC + 8 % DCP X, se traduce en 
una fusiôn de los mismos, apareciendo grandes masas, _ 
que conservan la ordenaciôn en bicapa. La fitohemaglu­
tinina contenida en este extracto de mirto, pareÇe ré­
véla r se nuevamente como principal responsable del efecto.
1S9
Pruebas de Inhibiciôn por azûcares.
La primera evidencia de que la interacciôn en 
tre lectinas y célulaa estâ mediada por azûcares, fué 
aportada por Watkins y Morgan en 1.952. Estos autores 
observeircn que la capacidad de aglutinaciôn de algunas 
lectinas, podla ser neutralizada por carbohidratos sen 
cillos. El hecho fué interpretado como un efecto corope 
titivo entre el azûcar en soluciôn, y el receptor en / 
la superficie celular, al igual que ocurre entre el _ 
hàpteno y el complejo antlgeno — anticuerpo. De esta 
forma, el azûcar quedaria fijado a los puntos activos 
de la lectina, bloqueândolos e impidiendo asl que el / 
proceso de aglutinaciôn se produzca.
Sin embargo, la inhibiciôn por azûcares de la 
capacidad aglutinante de ciertas lectinas, no es una / 
prueba definitiva de que los receptores en la membrana 
plasmâtica, tengan una composiciôn similar. Gordon y 
cols CJL.972 1, y Cuatrecasas C 1.973 1, han apuntado 
q[ue el azûcar podrla actuar induc iendo cambios alostê- 
ricos en la molôcula de lectina, lo que anularla su ca 
pacidad de reconocimiento de los receptores en la célu 
la. Pflumm y cols C 197 ), Grimaldi y Sykes C 198 ], _ 
hablan observado ya con anterioridad estos cambios con 
formacionales, no obstante la hipôtesis de que las lec^  
tinas poseerlan dos tipos de puntos activos: uno para 
el azûcar y otro para el anclaje en la superficie celu 
lar, no ha encontrado hasta el momento confirmaciôn _ 
experimental.
Por otra parte, hemos de resaltar que segûn _
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la elaslf lcacl6n que hace Ochoa C -176 \ de las lectl- 
naSr aquellas que presentan especlfIcidad quîmlca y se 
rolôgica, 6 slmplemente qulrolca, constltuyen el grupo 
menos numéroso. En efecto, adlo una jnlnorla de las lec 
tlnas son especlfIcas de grupo —  s61o 90, de 800 ensa 
yadas —  y las que se Inhlben " In vitro " por azûca- 
res, representan un ntSmerô algo superior. Entre las / 
leqtlnas descublertas hasta la’fecha, existe por tanto 
un ampllo grupo, cuyo mecanlsmo de aglutlnacldn parece 
requérir una determlnada dlsposlcldn estërlca del res­
te glucldlco, que s6lo se da en la superficie del erl- 
troclto.
En cuanto a la fItohemagïutlnlna del Hyrtus / 
communis, las Investlgaclones de Ortega y cols para en 
contrar, entre los raâs comunes, un carbohldrato que In 
hlhlera especlfIcamente su capacldad de aglutlnacldn _ 
de hematles, no dleron resultado positive.
Nosotros decldimos ensayar de nuevo estes azû 
cares y alguno jnâs —  vease Mater laies y Môtodos — con 
nuestro slstema de modèles de nembrana. Las poslblllda 
des de deteccldn de un efecto inhibitorle, eran al tlem 
po, superlores, ya que las medldas de dlsperslôn de la 
luz a 90", representan Indudablemente un jnêtodo de sen 
slbllldad superior frente a la aglutlnacldn en plaça y 
deteccldn a " ojo desnudo ".
El diseno de estas pruebas se dlferencla de / 
las anterlores sdlo en su primera etapa, en que una so 
lucldn de extracto, en el medio tamponado, contenlendo 
el azflcar en estudlo, era incubada durante 5 - 1 0  min., 
antes de ser aüadlda en la proporcldn adecuada a la / 
dlspersldn de liposomes. El resto de condlclones taies 
cono la agltaclôn, tiempo y temperature de Incubacldn 
antes de la medlda, fueron Idêntlcas a las observadas ■ 
en otros ensayos.
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La experlencla Inversa a esta, es decir, una 
vez producIda la interacciôn, ensayar su reverslbili- 
dad por los diferentes azûcares, no llegd a lntentar.se. 
La razôn de éllp radIca en el hecho ya menclonado en / 
el apartado anterior, de que la consecuencla de esta _ 
Interaccldn es una fusl6n de las estructuras vesicula- 
res, lo que élimina toda posibllldad de volver a la si 
tuacldn primltlva de llposomas unilamelares.
De las medldas de dlsperslôn Rayleigh, a 90" - 
C %ex= 500 nm l, hemos podldo deduclr, que la presen- 
cla de los dlferentes azûcares en el roedlo, no modifi­
es la sehal deblda al extracto, ni tampoco la correspon 
dlente a la dlsperslôn blanco de llposomas.
Los resultados de la Interacclôn para très / 
concentréelones dlstlntas de azûcar en el jnedlo —  JjnM, 
5 jbH y 50 ma —  quedan resuroldos en la tabla C VIII J.. 
En ella se ha expresado el grado de Interacclôn en tan 
to por c lento, tomando coroo 100 % de referenda, la se 
nal relatlva C I de la Interacclôn en ausencla /
de cau:E>ohldrato.
Tenlendo en cuenta que una varlaclôn de al me 
nos _ 5%, es atrlbuîble al error proplo de la medlda , 
los datos no parecen reflejar la existencla de nlngûn 
efecto especlfIco de Inhlblclôn. Sôlaraente en el caso_ 
de la D- Manosa, llega a producIrse un descenso del / 
14 % en la senal relatlva. Sln embargo, oplnamos que _ 
este efecto no debe ser tomado en conslderaclôn, ya que 
tlene lugar para una concentréelôn de 50 mM de dlcho _ 
azûcar en el medlo, y elle supone ya una concentraclôn 
relatlvamente elevada en comparaclôn con las que habl- 
tualmente se utillzan en ensayos de Inhlblclôn especi­
fics.
Uno do los resultados que llama partlcularmen 
te nuestra atenclôn, es el de la N - Ac glucosaunlna.
Inhlblclôn de la Interacclôn por Azûcares
AS/S,
Azûcar No Az. 1 m M 5 m M 50m M
D(+) Glucosa 100 95’7 99'0 90'4
D(+) Galactosa 100 96’2 92*7 92*0
D - Manosa 100 96'5 lOl'O 86’5
D - Arablnosa 100 101'0 97 "8 96'8
D - Glucosauonina 100 102'6 101'3 91'1
N -Ac-Glucosamina 100 97'5 95'1 94'7
N-Ac-Galactosamlna 100 99'1 97'6 94'6
Sallclna 100 100'5 98'2 91'0
T A B L A  VIII
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Hahlendo observado en las pruebas previas con el extrac 
to que la f ItoheanaglutInlna posela una extraordlnarla_ 
aflnldad por matrices de Quitina —  poltraero de N -Àc- 
glucosamlna — , serla de esperar en principio, que tal 
como ocurre con Ih WGA C 17 1, el monômero presenters 
una actlvldad Inhlbldora notable. Su aparente falta de 
especlfIcldad por la fItohemagïutlnlna del mlrto, sôlo 
podrla expllcarse en vlrtud de las observaclones de a]^  
gunos autores, segfin los cuales, las lectlnas parecen 
poseer una mayor aflnldad por los pligosacâridos, que_ 
por los monûmeros correspondlentes, y que dlcha aflnl­
dad aumenta con la longltud de la cadena. Esta expllca 
cl6n conduce a pensar, que la primera etapa de recono- 
clmlento lectins - receptor, que depende de forma Impor 
temte de aspectos estërlcos, se verla reforzada por la 
partieIpacI6n de otro tlpo de interaccionès.
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Inflwencia de la ccanpoalclôn de Içs llposomas 
Efecto del Colesterol.
Las memhranas plasmûtlcas de células eucar16 
tlcas, poseen en general ésteroles en su composlclôn.
La Influencla que dlchos coropuestos ejercan sobre las 
funclones de esta frontera celular, son sobradamente / 
conocldas. En el caso particular del eritroclto, la _ 
proporclôn existante de colesterol en su membrana res­
pecte al total de fosfollpldos, es de 0'8:1 (mol/mol1 . 
Slendo éste, el primer tlpo de célula sobre el que se 
ha Investlgado la actlvidad de la fItohemagïutlnlna del 
mlrto, hemos conslderado de interëa, el llevar a cabo_ 
un estudlo de la influencla que la Incorporaclôn en los 
llposomas C 92 % PC + 8 % DCP 1, de cantldades sucesi- 
veunente creclentes de colesterol, tiens sobre la Inte- 
racciôn de dlcha fitohemagïutlnlna con estos modelos .
La incidencia que el descenso de la propor- 
clôn de colesterol en los linfocltos, a causa de proce 
scs patolôgicos, tiens sobre su aglutlnabllldad por la 
Con A, y la movilldad de los receptores de ésta en la 
membrana, ha sldo investlgada por Ben-Bassat y cols / 
i 199 ), e Inbar y cols t 47 ). Estos ûltimos, indican, 
que el Incremento en la fluldez de la blcapa llpldlca, 
en cêlulas >leucêmicas, se debe principaImente al des­
censo en la relaciôn molar Colesterol: fosfollpidos.
El método seguido para la preparaciôn de li­
posomes con colesterol incorporado, ha sldo ya descrl- 
to en el capltulo de Materialas y Mêtodos. Las condicio
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nés de temperatura, Incubaciôn, etc.., con que se ha / 
operado, son Idêntlcas a otras ocaslones, hahiéndose _ 
empleado Igualnente la medlda de la senal de dlsperslôn 
de la luz a 90* t Aex= 500 nm 1, como indicativa del / 
grado de Interacclôn.
Los resultados obtenidos, fueron elaborados 
para su exproslôn como senal relatlva t AS/Sg ). Recor 
dguaos que venimos utlllzando habltualmente esta expre- 
slôn, cuando los llposomas no proceden de la mlsma pre 
paraclôn, ya que de esta forma se corrige el error que 
comportan las pequenas dlferenclas de taraaho de estos 
modelos, slbmpre que aquel esté incluldo dsntro de unos 
determlnados limites.
La Fig. represents los datos de /LS/Sg /
frente al tanto por c lento de' colesterol incluldo en _ 
los llposomas. A simple vlsta, parece desprenderse del 
trazado, que proporclones creclentes de dlcho componen 
te llpldlco, no Influyen én la magnltud de la interac­
clôn,hasta alcanzar ün limite. Ehte limite se sltûa so 
bre una proporclôn molar de PC : colesterol de 1 : 0'6 
(.37% 1. Para la proporclôn molar 1 : 1 —  es decir ^  
50% de colesterol —  se aprecla un marcado descenso en 
la sehal relative, que pudlera ser atrlbuîble a una si 
tuaclôn de establlldad de la blcapa, deblda a la forma 
clôn de un complejo PC : Colesterol 1 : 1 (jnol/moll / 
que ya ha sldo postulado por dlversos autores
Estos datos, no deben ser anallzados estrlc- 
tamente, en su aspecto cuantltatlvo, ya que no es posi^ 
ble descartar una llgera dlstorslôn en los mlsmos,por 
efecto del tamaho de los, llposomas en las dlstlntas / 
preparaclones, y que en este caso convlene tomar en _  
conslderaclôn.
En una serle de pruebas previas, se pudo ob­
server que clertas dlsperslones de llposomas en las que.
]hù
AS/S,
10-
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I
50 % Colesterol10 30
Fig. 15
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a tzacvéer de Jmmdidaa txirhidimêtricas, podla presvun'irse 
la exlstehdla anayorltarla de extructurae de gran tama- 
nof presentaBan demrlaclones respecte al comportamlen- 
to esperado en la interaccldn con el extracto de jnirto. 
EIn efecto f las medldas de dlsperslôn de la luz de las 
mezclas llposomas - extracto obtenldas con dichas pre­
paraclones, eran Inferlores a los valores registrados 
utlllzando dlsperslones constltuldas por vesîculas en 
la mlsma concentraclôn pero de tamano mener.
La causa de que el grado de interacclôn dis- 
mlnuya cuando las preparaclones contlenen llposomas de 
gran tamano, puede encontrarse en la mener superficie 
que queda expuesta a la acclôn de la fltohemaglutinina. 
Inçluso pudlera ocurrlr que adanôs de ser estructuras 
mayor es, estuvleran constltuldajs por mâs de una bicapa 
llpldlca.
En los cases de particules que han superado 
un determlnado limite de tamano, la senal de dlsperslôn 
Eaylelgbi a 90.**, no puede conslderarse refie je de las / 
dlmenslones reales de la partlcula. La razôn estrlba _ 
en la aparlclôn de fenômenos de interferencla de tlpo 
destructtyo, que dlstorslonan la medlda.
A travôs de los numerosos estudlos llevados 
a cabo con llposomas que Incorporan colesterol, ha po­
dldo demostrarse que el tamano de éstos, no varia apre 
clablemente slempre que la proporclôn de colesterol no 
supere el 30% C mol/mol ) del total de llpldos constl- 
tuyentes del modelo. Con proporclones mSs elevadas de 
este componente/ y segûn ha quedado conflrmado por di­
verses tôcnicas C 200-203 ) , el tamano parece aumentar 
conslderablemente.
En este punto hemos de hacer notar, que para 
nuestro slstema , el grado de Interacclôn se mantlene 
Invariante hasta un contenldo de colesterol , /
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prôximo al 30% C mol/mol ) .
En base a los razonamlentos e Informaclôn que 
hemos anotado, Inslstimos en que los datos que acabamos 
de exponer pueden no ser rlgurosamente comparables. No 
obstante, a juzgar por las medldas turbld imétrIca s de / 
las dlsperslones de partlda, si reflejan, en nuestra _ 
oplnlôn, al menos cualltatlvamente y de forma muy apro- 
ximada, el efecto que sobre la Interacclôn supone, la / 
presencla de colesterol en la blcapa llpldlca.
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Influencla de la carqa neta superficial de los 
llposomas .
Uno de los factores que prlncipalmente contri 
buye, en sentldo negative, a la agregaclôn celular, es 
la carga superficial. En efecto, êsta représenta qulzâ 
la mâs lapertante Barrera de energla que se opone a / 
las fuerzas dé adheslôn que tlendeh a agregar las cêlu 
las C 204 1. En el caso del eritroclto esta carga se / 
debe prlncipalmente a los restos de âcido slâlico. que, 
sltuados en la membrana^ poseen sus grupo s car box 11 o _ 
lonlzados.
El efecto repulsive que comporta esta barrera 
energâtlca, puede ser superado gracias a la energla cl 
nétlca de que estân afectadas las cêlulas en su movl- 
mlento. SI esto ocurre, podrlan aproximarse los sufl- 
clente para permltlr que las moléculas de lectlna esta 
blezcan puentes Intercelulares, cuya consecuencla Inme 
dlata séria la formaclôn de agregados celuiares.
Una de las poslBles roaneras de contrarrestar 
la repulsiôn electrostâtlca, consiste en la elimlnaclôn 
de los restes de âcido slâlico de la superficie celu­
lar, mediants dlgestlôn enzlmâtlca. Tamblén podrla ope 
rarse neutra1 Izando su carga por adlelôn al medlo de / 
algûn compuesto con carga neta contraria. Las protaml- 
nas pueden ser un ejemplo de molécules utlllzadas con 
estos fines C 204, 205 }.
Por otra parte la barrera elêc.trica, depende_ 
de c1ertos factores eztrînsecos, taies como fuerza iô-
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nlca y constante dielêctrica del medio cpie contiens la 
suspensiôn celnlar.
El proceso de aglntlnaclôn comlenza por tanto, 
una vez que el potencial ( ha descendldo por debajo de 
un valor crîtico. El fundamento del empleo de tampones 
a los que se ha incorporado un polîmero natural 6 sin- 
tético, reside preclsamente en el Incremento que supo­
ne en la constante dleléctrlca. Esto a su vez expllca 
la reducclôn conslgulente en el potencial S • Sln embar 
go, no puede descartarse la posibllldad de que al tlem 
po, cohcurran otros efectos; por ejemplo, la adsorclôn 
de los cltados pollmeros sobre la superficie celular , 
que contrlbulrla al enmascaramlento 6 dlrectamente neu 
trallzaclôn, de los grupos cargados exlstentes en ella.
Hecho este breve planteamlento del problems / 
que nos ocupa, pasemos a anallzar la sltuaclôn que se 
présenta en nuestro slstema. Conslderando que los llpo 
somas estân constltuldos fundamentalmente por lecltlna 
(PC ), y que esta molécula es zweltterlon en un ampllo 
margen de pH —  el comprendldo entre 3'5 y 10'0 —  la 
carga neta superficial que presenten estas estructuras, 
serâ deblda fundamentalmente a la proporclôn de DCP In 
corporada —  pKa = 3'9 —  ya que nuestro pH de trabajo 
es 5'45.
Aunque en experlenclas anterlores ha quedado 
demostrado, que la consecuencla final de la Interac- , 
clôn del extracto con los modelos de membrana es la / 
formaclôn de grandes masas de fuslôn, es évidente que 
en las primeras'etapas, ha de tener lugar la puesta en 
contacte de los llposomas. Por conslgulente, se debe _ 
esperar que un aumento en la carga superficial de aque 
llos, conduzca a una dlsminuclôn en el grado de interac 
clôn.
Sin embargo, cabe una segunda posibllldad. Si
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la Interacclôn entre -fltohemaglutinina y llposomas fue 
ra bâalcamente de naturaleza electrostâtica, el efecto 
observado por aumento de la carga superficial séria / 
muy dlatlnto. La unlôn de la fltohemaglutinina a los _ 
grupos polares de las rooléculas de fosfollpîdo, se ye- 
rla reforzada ô dlsrolnulda dependiendo del signo de la 
carga neta de que estuvleran dotadas las vesîculas:
Coh objeto de veriflcar el tlpo de comporta- 
mlento a que responds nuestro slstema, hemos realizado 
una serle de experlenclas, empleando preparaclones de 
llposomas cuya carga neta fuê variada tanto en signo / 
como en magnltud.
A este fin se utillzô, por una parte, diceti^ 
fosfato t DCP ) para dotar de carga negative a los mo­
delos, y por otra, estearllamina t EA ) para obtener _ 
una carga neta positiva en aquellos. Estos componentss 
fueron incorporado s en proporclôn creclente, hasta un 
mâximo del 25 % (en moles ) del total de llpido.
La preparaciôn de las muestras, as! como su /
Incubaclôn y control de temperatura, se realizô siguien 
do la mlsma pauta que en pruebas anteriores. Aslmismo, 
el.grado de Interacclôn, fué estimado a través de las 
medldas de dlsperslôn Rayleigh a 90”.( Xex= 500 nm ) . _ 
Los resultados obtenidos, elaborados para su 
expreslôn final en forma de senal relative ( AS/S^ ) /
quedan representados en la Fig. (16). El uso de esta /
expreslôn, vlene justiflcado como en otras ocaslones 
por el hecho de procéder los llposomas de preparaclones 
dlferentes.
El descenso que se observa en la senal, al au 
mentar el tanto por ciento de components cargado, con­
firma nuestra primera hipôtesis.
El incremento en la repulsiôn electrostôtica 
entre los llposomas debldo a su carga superficial, su-
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pone que la barpera energêtlca a vencer en la primera / 
etapa de contacte, es mayor. Consecuentemente, las fuer 
zas que tlenden a producir la adhesidn Intercelular, se 
ven menos favorecldas, y ello se traduce en que las es­
tructuras de fusldn, no llegan a alcanzar la extensidn 
que en ausencla de carga neta.
Por otra parte, y en base a estos hechos, he­
mos dé pensar que la naturaleza de la interacclôn lipo- 
somas - fltohemaglutinina, no es predoroinantemente elec 
trostâtica —  ver el apartado en que se estudla la in- 
fluencia de los cationes i—  .
En todas nuestras experlenclas, y como yk he­
mos hecho çonstar empleamos llposomas —  de PC 6 DPPC __ 
segûn los casos —  que, contlenen un 8 % de DCP. Podrla 
pensarse, quô razôn existe para adoptar esta medlda, _ 
slendo como es, m&xlma la Interacclôn, en ausëncia de / 
este components. La justlfIcaclôn se encuentra en el he 
cho con^robado, de que estos modelos, cuando no dlsponen 
de una carga neta en su superficie, tlenden a adherirse 
fâcllmente, perdlendo con ello el slstema en estabili- 
dad. Esta* por el contrario, se ve reforzada por la exl£ 
tencla de una clerta carga, tal como la que produce la_ 
menclonada proporclôn de 8 % de DCP ô bien un 4 % de / 
âcido fosfatldlco ( P.A ).
En adlclôn, esto es razonableroente mâs correc 
to, si se tlene en cuenta que los modelos intentan ser 
una aproxlmaclôn a las membranas naturales, y on ollas, 
existe, en general, una carga neta negative. En concre­
te nos Interesa el caso del eritroclto, al que ya hemos 
aludldo al principle.
De un anâllsls algo mâs detenido de nuestros 
resultados, se desprende que la pendlente de la curva _ 
deblda a la E.A, es mayor que su équivalente con DCP. _ 
Una expllcaclôn simple a esta dlferencla, podrla hallar
1 5 4
se en el pH del medlo. Slendo el valor de este, de 5*45, 
es de esperar que el grado de lonlzaclôn de la E.A sea 
mayor que el del DCP, y es évidente que las dlferenclas 
en la barrera energétloa Intercelular que ello conlleva, 
puede justlflcar la ausencla de paralellsmo en el des­
censo del grado de Interacclôn.
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Influencla de la temperature
La Influencla de la temperatura, sobre los / 
procesos de agregaclôn celular Inducldos por lectlnas , 
ha: sldo slempre uno de los factures a tener en cuenta, 
en los estudlos con dichas sustanclas. La mayorla de las 
lectlnas, presentan una reactlvldad practlcamente inde- 
pendlente de la tenteratura, entre 4-40®C; a temperatu­
res superlores, suele produclrse, en general, un despren 
dimlento de las moléculas de lectlna de la superficie / 
celular. Es Importante senalar, ademâs, que lo que po-,
■ drleunos denomlnar " Valencia " de la lectlna, puede su- 
frlr tamblën modlflcaclones con la temperature en vlr­
tud del equillbrio de agregaclôn de subunldades de las_ 
moléculas de lectlna, que es funelôn de dlcha variable 
C 40, 186 1. Flnalmente, recordemos que la fluldez de / 
la membrana, y en consecuencla la movilldad de los re­
ceptores, son conceptos estrechamente relaclonados con_ 
el efecto de la temperatura.
Nuestro planteamlento, supone la investiga- , 
clôn de la Influencla de la temperatura, sobre la magnl 
tud de la Interacclôn, en cuanto a la informaciôn que / 
dlcho estudlo pudlera aportarnos, sobre la naturaleza _ 
de las fuerzas Involucradas en el proceso. En principio, 
estas se nos presentan como esencialmente hidrofdblcas, 
es decir, a nivel de la matrlz llpldlca, ya que el efec 
to que. se promueve, es una fuslôn de las estructuras ve 
séculares. Por otra parte, séria de esperar, una influen 
cia positiva de la temperatura sobre la interacclôn, ya 
que al Incrementarse la energla cinétlca de las partlcu
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las, aumenta el nûmero de choques efectlvos, y se con- 
trlbuye a superar la barrera energêtlca superficial, en 
la fase de contacte y agregaclôn de aquellas. j
Los ensayos fueron reallzados, mantenlendo / >
las Èfoluclones madré de llposomas C 92% PC + 8% DCP ) y |
extracto, en Incubacldn a cada temperatura, y procedlen |
do, acto seguido, a provocar la Interacclôn, Incubando I
JL5 min. a esa mlsma temperatura. Es decir, que, dentro 
del range barrldo —  de 15®C a 55“C — , las muestras co 
rrespondlentes a cada una de las temperaturas ensaÿadas, |
eran de preparaciôn reclente, efectuêndose la lectura /  I
de la senal de dlsperslôn de luz a 90*, Inmedlatamente ;
despuês de transcurrldo el période de Incubaclôn.
Los resultados obtenidos, oxpresados como AS, 
ban sldo representados grêfIcamente frente a la tempera 
tura C Fig. 17 ),. El empleo de la senal dlferenclal /
C AS ) como medlda de la magnltud de la Interacclôn, es 
adëcua^, pue s to que lleva ya Impllclta la correcclôn , 
para las alteraclones que pudleran deberse al caunblo en 
el Indice de refracclôn del medlo, y de la blcapa con _ 
la temperatura.
t El perfll que slgue esta representaclôn, Indi 
ca, que el aumento de la temperatura, de 15*C a 55*C, _ 
conduce a una dlsminuclôn progreslva y prâcticaunente 1^ 
neal del grado de Interacclôn. En cualquler caso, y da­
do el margen de taperatuiras que se abarca, esta varla­
clôn no puede conslderarse muy acusada. Este comporta- 
mlento, es congruente con el observado por Redwood y / 
cols C J.56 ) para la WGA y la PHA, entre 4“C y 25“C, y 
aslmismo, confirma los resultados de otros autores, re£ 
pecto al comportamlento de las lectinas entre 4-40°C, a 
que nos hemos referIdo anterlormente.
En el anâllsls de las causas que Intervlenen 
en este descenso, que aunque poco pronunclado, se obser
_  «OO
O o
h-
O)
il.
158
va eA la magnltud de la interacclôn, no podemos olvldar 
la Influencla, a que hemos aludldo, de la temperatura / 
en el nûmero de choques efectlvos entre llposomas. En _ 
efecto, el aumento de tempera tura, facilita la supera- 
clôn de la barrera energêtlca, deblda a la carga super­
ficial de los modelos, y aumenta la efectlvldad en el 
choque. Esta Influencla positiva de la temperatura so­
bre la Interacclôn, en la primera etapa de contacte,pue 
de ser responsable, al menos en parte, de que el deseen 
so en la magnltud de aquelia no seâ mâs acdsado.
Por otra parte, el resultado obtenldo, refuer 
za a nuestro entender, la hipôtesis de que la Interac­
clôn fItohemaglutlnlna-llposomas, sea bâsIcamente hldro 
fôblca. Las asoclaclones que resultan de este tlpo de / 
Interacclones, en especial si sus Intégrantes poseen __ 
grupos polares con carga de Igual signo, se establllzan 
flnalmente medlante fuerzas de corto alcance, en gene­
ral fuerzas de dlsperslôn de London. Asl, aunque las In 
teracclones hldrofôblcas se ven favorecldas, normalmen- 
te, por el Incremento de temperatura t 217 ), nos encon 
tramos con que las fuerzas de establllzaciôn, por su ca 
râcter de corto alcance, se ven afectadas eh sentldo / 
opuesto. Tenlendo en cuenta ademâs, que son tamblên de 
este tlpo las fuerzas Involucradas en el proceso de fu­
slôn de las lamelas, su contrlbuclôn negatlva al aumen­
tar la temperatura, expllcarla un descenso en la magnl­
tud de la Interacclôn. No obstante, oplnamos que la con 
secuencla final de la Interacclôn a cada temperatura, y 
por conslgulente el perfll de la representaclôn, dépen­
de esencialmente del balance de todos los efectos que / 
acabamos de menclonar, y que concurren con mayor ô menor 
preponderancla.
En los llposomas de PC-DCP con que hemos tra- 
bajado, la blcapa ofrece una matrlz llpldlca que se en-
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cuentra en estado fluldo en todo el rango de temperatu- 
ras que se ha abarcado. Hemos conslderado que podia re- 
vestlr particular Interés, el comprobar a contlnuacl6n, 
lo que sucede en un slstema susceptible de sufrir la / 
translclôn, de fase gel a cristal llquldo, dentro del _ 
mlsmo rango de tenqperaturas. Para ello decldimos utili­
zer llposomas de composlclôn: 92% DPPC + 8% DCP.
El mêtodo experimental seguido, fué en todo _ 
paralelo al empleado con los llposomas de PC-DCP. Dé la 
mlsuna manera los resultados se expresaron como senal d^ 
ferenclal de dlsperslôn de la luz (AS ), y fueron lie 
vados a una representaclôn grâflca frente a la tempera­
tura C Fig. 18 ). El trazado que se obtlene on este ca­
so, es claramente dlstlnto del anterior.
En primer lugar, no parece existir apenas va­
rlaclôn de la magnltud de la Interacclôn, entre 15“C y 
35“C; sln^lemente se aprecla un llgero aumento entre / 
15"C y 25*C, poco significative. La matrlz llpldlca, se 
halla en fase gel, en este Intervalo de temperatures. A 
partir de 35"C y hasta 45"C, es decir, el rango en que 
tlene lugar la translclôn de fase gel a cristal llquldo, 
la senal AS, dlsmlnuye bruscamente. Por ôltimo, a tempe 
raturas superlores a 45®C, la magnltud de la interac- , 
clôn parece experimenter un nuevo Incremento.
Este trazado, partlcularmente en la zona de _ 
translclôn, résulta sorprendente a la vlsta de los da­
tos aportados por dlversos autores, respecto al compor­
tamlento que presentan los llposomas de DPPC para ese / 
mlsmo rango de temperaturas. Y1 y co3s t 206 i, estudian 
do la dependencla con la temperatura de la senal de dl£ 
perslôn de luz a 45®,90" y 135®, para dlsperslones acuo 
sas de DPPC, observan que la Intensldad de dlcha senal, 
sufre un brusoo descenso a 41®C; aslmismo, el Indice de 
refracclôn de taies dlsperslones, decrece a la mlsma /
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temperatura, lo cual puede expllcarse en virtud de la 
expansion que se produce en la blcapa llpldlca, y la / 
consecuente dlsminuclôn de su densldad. Por otra parte, 
llegan a estimar, que al menos una mltad del camblo en 
la Intensldad de dlsperslôn de la luz, es atrlbuîble / 
al efecto de la temperatura sobre el Indice de refrac­
clôn; el resto, se debe aparentemente a un descenso en 
la anlsotropla de la blcapa durante la translclôn de fa 
se.
Chong Y cols C 207 ), utlllzando llposomas / 
de Identlca composlclôn, estudian la Influencla del _ 
tiempo de sonicaclôn y la filtraclôn 6 no de las dls­
perslones, sobre el tamano de las estructuras; para / 
ello, emplea medldas de dlsperslôn de la luz, y de tur 
bldez, evaluando al tiempo su dependencla con la long^ 
tud de onda y la temperatura. En cuanto a este ûltimo 
factor, obtlene al Igual que los primeros autores cita 
dos, un bruSCO descenso en la Intensldad de la médida, 
que comlenza a temperaturas algo Inferlores a 40*C. En 
algunas muestras, de dlferente preparaciôn, el subsl- 
gulente enfrlamlento, muestra una hlstéresis notable,_ 
dlfumlnândose en gran medlda el camblo de intensldad 
durante la trauislclôn de fase. En otras muestras no / 
obstante, si bien se aprecla, con el aumento de la tem 
peratura, un descenso en la senal, este no es tan mar­
cado, y en el enfrlamlento posterior, la dependencla / 
senal-temperatura, slgue el mlsmo trazado.
Para expllcar estos comportamlentos, los au­
tores proponen la slgulente hipôtesis; a 20“C y prevlo 
al primer clclo de calentamlento, exlsten en la disper 
slôn, agregados de vesîculas de pequeno tamano; por / 
efecto de la temperatura, y prôximo a la translclôn de 
fase, se facllltan dos tlpos de procesos. El primero _ 
de ellos, supone la ruptura de dlchos agregados en ve-
1G2
slculas Indlvlduales, prlncipalmente. El segundo, supo 
ne la fuslôn de las vesîculas del agregado, formando / 
llposcanas multllamelares de tamano Inferior. En ambos 
casos, la consecuencla Inroedlata es un descenso en la 
turbldez, ô en la senal de dlsperslôn de luz, pero mien 
tras en la primera sltuaclôn puede volverse a un esta­
do prôximo al Inlclal medlante enf r leunlento, en la se­
gunda, el proceso es absolutamente Irreversible. Esto 
expllca el hecho de que en clertas muestras, se apre-, 
d e  una hlstôresls, y en otras no.
Otra de las aportaclones sobre este aspecto 
de la translclôn de fase, utlllzando medldas de disper 
slôn de la luz a 90**, se debe a Marsh y cols C 208 ) . 
En su trabajo, estudian comparatlvamente el comporta­
mlento de llposomas uni y multllamelares de DPPC , fren 
te a la temperatura. De sus resultados, en concordan-, 
cia con otros obtenidos por otras técnlcas t 209 - 211, 
213 1 se desprende que la anchura de la translclôn,mar 
cada por un descenso en la senal, es mayor para el si£ 
tema unlleunelar, lo que se asocla con una dlsminuclôn 
en la cooperatlvldad de la translclôn. Esta, estô asl­
mismo relaclonada con un desplazamlento en Te, de 2 - 
5*C, respecto al slstema multllamelar, si^lrlendo que_ 
una llgera dlsrupclôn en el empaquetamlento de las ca­
denas en estado gel, puede contrlbulr a dlcho descenso.
Volvlendo a nuestros resultados, y hablda / 
cuenta de que su expreslôn como AS corrige las varla- 
clones que pudleran haber sufrldo los llposomas, y la_ 
correspondlente del Indice de refracclôn —  tanto de / 
la soluclôn acuosa, coroo de la blcapa — , parece anor­
mal que exista una dlsminuclôn tan brusca de la Inte­
racclôn. Sln embargo, analIzando Independlentemente la 
senal deblda a la Interacclôn, y la debldo a los llpo­
somas, encpntramos que la primera C Tabla IX \ experl-
Varlaclôn, con la temperatura, de la senal 
de dlsperslôn de la luz, deblda a la Interacclôn de
t ("Cl Sj (1) Sj (2)
15 90*7 90’7
25 97'7 88*7
35 95*7 82' 7
40 78'5 75' 5
45 38'5 49' 5
50 43’2 57*2
55 50'2 58 ' 2
(1) Muestra reclente ; (2) Muestra arrastrada
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menta una reducelôn notable'entre 40 y 45®C. Por su / 
parte, la Intensldad de dlsperslôn de luz de los llpo­
somas, se dupllca en el mlsmo Intervalo de temperatu- 
raa C Fig. 19 I. Por encixoa de 45®C, la interacclôn / 
crece de nuevo, mientras la senal de los llposomas su­
fre un suave descenso. La conjunclôn de estos efectos, 
puede justlflcar el trazado prlmltlvo de AS frente a _ 
la temperatura.
El punto gue.llcima nuestra atenclôn es ahora 
el ccnqportamlento peculiar de los llposomas al elevar 
la temperatura. En principle, el agudo Incremento que/ 
se produce en la Intensldad de dlsperslôn de luz —  eri 
una zona donde por demâs el Indice de refracclôn de la 
soluclôn acuosa y la blcapa dlsmlnuyen — , nos inclina 
a pensar que estâ tenlendo lugar una fuslôn de las es­
tructuras. Aunque esto pudlera parècer un proceso anor 
mal segôn lo an ter iormen te expuesto, exlsten eviden- , 
clas suflelentes que justlflean dlcho comportamlento . 
Asl, Abramson C 212 I observa que la composlclôn sall- 
na del medlo favdrece frecuentemente la fuslôn. Marsh 
y cols C 208 1 ponen tamblôn de manlfleste este efecto. 
Sheetz y cols C 213 I, coroprueban la dependencla de es 
te proceso con la concentraclôn sallna, observemdo aï 
Igual que Abramson C 21*2 1 que se ve favorecldo por los 
fosfatos t PO^^ y. El comportamlento de los llposomas 
en la translclôn de fase, es tamblên depéndlente del / 
pH C 212 y. Flnalmente, otros autores C 214 y han de­
mostrado que la presencla de o1ertos êcldos grasos — - 
como el êc. mlrlstlco y el laurlco —  en la compos1- , 
clôn de las vesîculas, facilita su fuslôn, en el Inter 
valo prôximo a Te, desplazando Incluse êsta ültlma.
En cualquler caso, con respecto a nuestro / 
problems, todo esto puede suponer, que al hallarse los 
llposomas fuslonados, la superficie acceslble a la aglu
Si-s?
25-
20 -
15-
10 -
5-
t('C)15 25 35 45 55
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tlnlna es comparatlvamente jjienor a lo largo de la tran 
slcldn, Y 8» consecuencia, el grado da interaccidn dis 
minuye.
idâs allâ de 45*C, la serial de dlspersldn de 
luz de los llposomas, desclende como cabla esperar de 
un condortamlento normal, Indlcando que los procesos / 
de fusidn estimulados per la teroperatura, han conolul- 
do. For su parte, &S tlende a aumentar, y si se tlene 
en cuenta que en este rango, las varlaclones que expe- 
rimentan los Indices de refracciôn del medio y de la / 
blcapa, juegan en sentldo opuesto, la dlferencla resul 
ta aûn mayor. Sin embargo, no puede atribulrse a un au 
mento real en la magnltud de la Interaccldn, ya que ha 
blendo provocado ôsta a 15°C, y elevândose a contlnua- 
cl6n la temperatura da la muestra hasta 55"C, se obtie 
ne Identlco resultado — Tabla C IX I —. Puesto que en 
este ûltlmo caso, el proceso de fusldn provocado por / 
la aglutlnina ya habla tenido lugar, y el mlsmo es Irre 
verslble, debemos pensar que el fanômeno observado, no 
depende de la Interaccldn, slno que mâs bien refleja / 
alguna caracterIstlca del comportamlento de la blcapa 
respecte de la dispersion de la luz.
Ante la posibilldad de Investlgar la Influen 
cia de la temperatura sobre la InteracclOn y el posible 
efecto de ésta sobre la transiel6n de fase en la etapa 
de enfrlamlento, 6 bien en un segundo calentamlento, _ 
como operan algunos autores, decldlmos estudlar prlme- 
ramente los procesos que tlenen lügar en los llposomas 
tras suceslvos Incrementos y descensos de temperatura.
Como se muestra en la Tabla .X y en la Flg. _
C 20 I, si bien durante el enfrlamlento se obtlene un 
traaado dlstlnto al prlmero, y ya slmllaur al que predl 
cen Abramson t 212 1, Marsh. C 208 1 y Chong C 207 l,en 
el segundo calentamlento se aprecla una hlstëresis, In
VarlaclOn de la serial relative de dispersiOn 
de luz con la temperatura, en llposomas de DPPC
t (*C) 20'0 25'0 30*5 36'0 40'0 44'5 50'0 54*5
S.S.R. l'32 l'32 l'28 1*29 l’59 2'02 1*93 1*89
1—  Calentamlento
t (“O — 25*2 29*6 35*0 40*0 44*0 48*5 54*5
S.S.R. - 3*17 3* 10 2*90 2*73 2* 29 1*99 1*89
Enfrlamlento
t ("O - 25*2 32*0 35*0 41*0 45*0 50*5 54 *5
S.S.R. - 3*17 3*11 3*00 2*95 2*70 2*43 2* 31
2“ Calentamlento
T A B L A  X
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Fig 20
169
dlcando que hay una serle de caroblos irréversibles.Es­
te comportamlento no es del todo extrano, puesto que / 
en algunos casos C 215 son necesarios hasta diez ba 
rridos de temperatura, para llegar a una estabi1izac i 6n 
de las estructuraa veslculares.
En cualquler caso, dado que el sentido que / 
sigue la senal de dispersiôn de luz es congruente con 
los datos aportados por Overath. C 21^ consideraunos 
interesante aplicau: a los nuestros, el tratauniento que 
este autor propone para la estimacidn de la Te y la an 
chura de la transiel6n de fase OiT). Esta estimacidn , 
se realize sobre la representacidn grâflca del par&me- 
tro 9, —  que estes autoras denominaui grade de conver- 
el6n, frente a la temperatura en ®C, quedando definido 
dicho par&netro de la siguiente forma:
S - S
8= — -------  ; 0 S Q  < 1  (3)
donde:
S: senal experimental de dispersion de la luz a 90®, 
a la temperature T.
gg: valor, a la tenteratura T, de dicha senal, obte 
nido por extrapolaciOn de los datos expérimenta 
les recogidos en la fase sâlida.
Sp: idem, en la fase fluide.
En la Fig.C2Û) , se.muestra para la curya de 
enfriamiento, las lineas de extrapolaciôn, sobre las / 
que se toman los valores de Sg y Sp a cada temperatu­
re. Igualmente, en la Fig.C21) ofrecemos una représen­
tée iôn tipo, de 0 frente a t C'Ci, en la que as£misinc_
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se'indlca la forma de evaluar Te y el intervalo de tem 
per a tura s C A.T ), para la transie iôn de fase.
La elaboraclôn de nuestros datos segûn este 
tratamiento, queda reflejada en las Tablas ( XI, XII ), 
y resumlda en la Flg.{22), donde A eorresponds al en- , 
frlamiento y B al segundo ealentauniento. Como puede a- 
preelarse, la anchura de transieiôn de fase que se obtie - 
ne en ambos casos, es sorprendentemente grande, y en nues 
tra opiniôn, no debe tpmarse en eonsideraeiôn. Por otra 
parte, este resultado eoneuerda eon las observaeiones / 
de Marsh, y eols C 208 ), segûn los euales, la medida _ 
de la dispersiôn de la luz a 90", espeeialmente an el 
easo de llposomas unilamelares, résulta poco fidedigna 
eomo indicador de la transieiôn de fase, en virtud de_ 
la eontaminaciôn eon estrueturas multilcunelares y deb^ 
do a la sensibilidad de este método ôptieo al mâs pe- 
queno proeeso de fusiôn. Este filtimo argumente, estâ / 
en eoneordancia eon la opiniôn de otros autores ( 206 ).
Nuestros resultados eon llposomas de PC-DCP — 
Tabla XIII —, corroboran, a nuestro entender, la idea / 
de que la medida de la intensidad de dispersiôn de la _ 
luz, no résulta en absolute eonveniente, para estudios 
de transieiôn de fase, y la influeneia de elementos ex­
ternes —  como la fitohemaglutinina — , sobre la misma.
En efecto, los suceslvos barrldos de temperatura —  ca- 
lentêuniento, enf r ieunien to y calentamlento —  sobre una 
dispersiôn de llposomas de PC-DCP, eondueen a la situa- 
eiôn que présentâmes en la Fig.C23). Como puçde obser-, 
varse, las eurvas siguen un trazado bifâsico, que se / 
difumina, de forma progresiva, a travês de los sueesi- 
vos barrldos de temperatura, siendo en todos los easos, 
la discontinuidad en la senal, de orden notablemente / 
inferior a la obtenida eon los llposomas de DPPC-DCP 
En razôn de esta pequena discontinuidad, se expliea el_
n/.
Valores expérimentales y extrapolados de la 
dispersiôn de la luz, y del grado de conversiôn ( 0 ),
I
en funciôn de la temperatura ( Enfriamlento )
t ("O 0 .
24 3'185 3*185 1*945 0
26 3'160 3*180 1*940 0*02
28 3'130 3*170 1*935 0*03
30 3'090 . 3*165 1*930 0*06
32 3'040 3*160 1*930 0*10
34 2'980 3*155 1*925 0*14
36 2’905 3*150 1*920 0*20
38 2'790 3*150 1*915 0*29
40 2'625 3*145 1*910 0*42
42 2'415 3*140 1*905 0*59
44 2'235 3*135 1*900 0*73
46 2*135 3*130 1*900 0*81
48 2*050 3*125 1*895 0*87
50 1*990 3*120 1*890 0*92
52 1*935 3*115 1*885 0*96
54 1*900 3*110 1*880 0*98
56 1*875 3*105 1*875 1
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Valores expérimentales y extrapolados de la 
dispersiôn de la luz, y del grado de conver siôn ( 0 ) , 
en funciôn de la temperatura ( 2*^ Calentamlento ) .
t ("O
24 3'185 3*185 2*355 0
26 3*165 3*180 2*350 0*02
28 3*150 3‘I/O 2*345 0*02
30 ■ 3*130 3*165 2*340 0*04
32 3 * 100 3*160 2*335 0*07
34 3*070 3*155 2*330 0*10
36 3*020 3*150 2^  325 0'16
38 2*970 3*150 2*320 0*22
40 2*910 3*145 2* 315 0*28
42 2*840 3*140 2 ' 310 0* 36
44 2*740 3*135 2*305 0*48
46 2*630 3*130 2* 300 0*60
48 2*530 3*125 2*295 0*72
50 2*450 3*120 2*290 0'81
52 2*380 3*115 2*285 0*89
54 2*320 3*110 2*280 0*95
56 2*285 3 * 1j05 2’ 275 0*99
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CD
Ü L
o
to
o
o
o
o
Cl
oQ
oto
o
o
n
o
d
fU
Varlacltfn de la serial relativa de dispersiôn 
de luz con la temperatura, en llposomas de PC
•t ("O 20'0 25*0 30'0 34 'e 4P'0 45*0 50'0 55'0
s • s • R • l'12 l'09 l'09 l'04 0'96 0*93 0'92 0*93
1—  Çalentamiento
.t ("O - 25*0 30'0 35'0 40*0 45*0 51'0 55*0
S.S.R. - l'16 l'14 l'IO l'IO l'OO 0’94 0'93
Enfriamlento
t ("O - 2S'0 30'0 35*0 40'0 4S’0 50'0 54 ’0
S. S. R. - l'16 l'IS l'14 l'08 l'07 l'07 3 ’07
2^ Calentamlento
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que segûn hemos podldo caraprcbar, la dependencia de AS 
con la temperatura, para el sistema PC-DCP, no se vea 
slgnlflcatlvamente afectada por este comportamlento de 
los llposomas. Hablda cuenta de que en este sistema no 
existe transieIôn de fase, en el rango de temperatures 
con que se ba trabajado, parece lôglco atrlbulr este / 
comportamlento C Flg.2J ], a un proceso de agregaclôn 
6 fusiôn de car&cter irreversible como el postulado por 
Chong y cols t 207 1, y al que hemos aludido con ante­
rior idad.
Por consigulente, en nuestra opiniôn, de to­
do lo que acaE)amos de exponer se desprende, que la me­
dida de A5 —  en cuanto a la complejidad de interpréta 
clôn que lleva impllclta — , no résulta adecuada para 
evaluar la influencla de la temperatura sobre .la magni 
tud de la interacclôn liposomas-fitohemaglutinina, en 
un sistema que es susceptible de sufrir transieiones / 
de fase. Ello no obstante, no Invalida su uso en siste 
mas invariantes como queda demostrado en el caso de 11 
posomas de PC.
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Eatudto de la influencla del extracto, sobre la 
transieiôn de fase de la DPPC, a través de jnedi- 
das de fluorescencia.
Los sistenas fosfollpido-agua, tal que disper 
siones, " black, films ", y monocapas en interfacie aire- 
agua, 6 solvents orgânico-agua, presentan translciones 
termotrôpicas de fase caracteristicas C 218, 219 ). Ello, 
ha conducldo a numerosos investigadores, a estudlar ta­
ies translciones enpleando lipldos sintôticos C 86, 220, 
221 \. De sus resultados parece desprenderse que, por / 
debajo de la temperatura de transioiôn —  que es carac- 
terlstica para cada lipido —  las cadenas hldrocarbona- 
das, se hallan en la blcapa en conforméeIdn trans, orga 
nizadas en estrecho eropaquetamlento hexagonal C 87,222). 
La transiciôn, viens acompanada de una pdrdlda en el or 
den de las dos capas moleculares bidimenslonales, un re 
pentino incremento en la movilidad de las cadenas, una 
expansiôn lateral en el piano de la blcapa, un descenso 
en el espesor de la misma, y un incremento neto en el / 
volumen por molécule de lipldo. Aslmismo, existen tam- 
bién evidencias C 223 ) de que por encima de la transi­
ciôn de fase, los grupos polares poseen mayor grado de 
libertad rotacional. El estado " fluido ", favorece la 
difusiôn lateral de las moléculas de lipldo en el piano 
de la blcapa C 224 I.
Al ser la transiciôn de fase un proceso alta- 
mente cooperativo, su apariciôn, requiers de la existen
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cia de un elevado nûmero de moléculas de lîpido en una 
fase continua. El hecho de que se hayan observado tran 
siclones de fase en menbranas naturales, refuerza la / 
klpôtesls de que los fosfollpldos forman una fase con­
tinua con interacciones directes entre sus cadenas, es 
decir, una blcapa C 225 ). Asl por ejemplo, mediante _ 
DSC, difraceiôn de rayos-X y turbidimetrla, diverses / 
autores C 226-228 ) han detectado en membranas de Acho 
leplasma laldlawil, Microçoccus lysodeicticus y de ma- 
mlferos, estas translciones tôrmicas. Es de hacer no- 
tar, que puesto que la composiciôn de las membranas na 
turales es mayoritarla en lipldos cuyas cadenas hldro- 
carbonadas son Insaturadas y se encuentran en conforma 
clôn cls, las translciones de fase, tlenen lugar en ge 
neral a tempera tura s inferlores que en los modelos con 
lipldos slntétlcos.
Las propledades de los lipldos de membrana, 
pueden verse afectadas por los cambios estructurales / 
en la transiciôn de fase, de très maneras: 1) las varia 
clones de estxuctura de los grupos polares, puede Inci 
dlr sobre la unIôn de ligandos a la superficie celular. 
2) A nivel de las cadenas hidrocarbonadas pueden modi- 
ficarse las Interacciones entre los fosfollpldos, 6 en 
tre êstos y otros constltuyentes como el colesterol, _ 
proteInas, etc.. 3) De los dos efectos antoriores, pue 
de preveerse la variaciôn en las caracteristicas de / 
permeabi1idad de la membrana, por debajo y por encima . 
de la temperatura de transiciôn.
Por lo que respecta a nuestro problems, y a_ 
lo largo de los resultados que ya hemos expuesto, indu 
cimos que la fitohemaglutinina del mirto, es capaz de 
penetrar la blcapa lipldica en alguna extensiôh, inte- 
raccionando con las cadenas. Si fuera asl, el comporta 
miento de fase de los llposomas podrla verse alterado.
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A fin de conocer este posible efecto, y con ello acla- 
rar nuestros supuestos, pensamos que, reallzar un estu 
dlo, sobre llposomas de DPPC, podrla apoxtarnos vallosa 
Informaclôn.
Existen gran varledad de tëcnicas expérimen­
tales, mediante las cuales se han Investlÿado las tran 
siclones de fase, y las consecuenclas que llevan apare 
jadas sobre la estructura de la blcapa lipldica.Haclen 
do un somero repaso, podemos cltar trabajos de dlfrac- 
cl6n de rayos-X C229) anâlisls tërmlco dlferenclal (86), 
dllatometria ( 220 ), espectroscopla Raman ( 230 ), RMN 
t 221, 231 ), y* dispersiôn de la luz a 90" C 216 ) . Sln 
aabargo, dado que los lipldos no absorben la REM, ni / 
presentan fluorescencla IntrInseca, sôlo algunas técnl 
cas espectroscôplcas como la dlfraceIôn de rayos-X y 
la RMN, pueden utlllzarse directamente. El principal __ 
problema en este campo, se centra en el descubrlmlento 
de Indicadores. La apllcaclôn de clertos môtodos ôptl- 
cos como la RSE y la fluorescencla se fundamenta en la 
Incorpôrac iôn de sondas en la bicapa, que Informan so­
bre los acontecimientos que tienen lugar en elia; hoy 
dla taies môtodos, parecen revelarse como especlalmen- 
te sensibles y completes, para el tlpo de estudlo que 
nos interesa.
Olchas sondas, han sldo profusamente emplea- 
das para los môs diverses trabajos en torno al fenôme- 
no de la transiciôn de fase; tante las de RSE C 232 )_ 
como las fluorescentes ( 216, 233 ). En cuanto a estas 
ültlmas, podrîan ser claslfIcadas en 2 tlpos: llpofll^ 
cas C perlleno, DPH ), y anflflllcas ( ANS, NPN ). Las 
primeras se caracterlzan por varlar su rendlmlento / 
cuôntlco en la transiciôn de fase, mientras que en las 
segundas, —  poco solubles en agua — , se produce al _ 
tlempo, un aumento en la incorporaciôn a la blcapa. /
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Evaluanâo estos cambios, y mediante medldas de su fluo 
rescencla, se ha obtenido vallosa Informaciôn acerca _ 
de la mlcxovlscosldad, 6 fluldez, de la matrlz lipldi­
ca C 233 l, polarIdad C 234 I, potenciales de superfi­
cie C 235 I y estado energétlco de las bicapas de fos- 
follpido, asl como de membranas biolôgicas C 236 ).
Entre las sondas de carâcter anfifllico, una 
de las mâs extensamente utilizadas, ha sido el 8-anildL 
no 1- naftaleno suifonato C ANS ). Su rendimiento cuân 
tico de la fluorescencla, aumenta extraordinariamente 
cuando se encuentra anclado en bicapas de fosfo]Ipido. 
Como ya hemos ccmentado, este incremento estâ directa­
mente relaclonado con el estado flsico de los fosfoll­
pldos C 216, 237 1.Dlversos autores han estudiado el / 
equlllbrlo de uniôn -de esta sonda a veslculas de . leci- 
tlna C 174, 238 1. Haynes ha observado que la reacciôn 
biiQolecular de uniôn del ANS a la monocapa externa de 
veslculas de PC- huevo, tlene lugar en un tlempo apro- 
xtmado de 100 ya.
Overath. y Trauble t 216 ), Haynes y Staerk _ 
C 238 1, Jacobson y Papahadjopoulos t 174 ), han obser 
vado que el rendimiento cuântico de la fluorescencla _ 
C $ ] del ANS es de 0*004 en agua, mientras que incor- 
porado a bicapas de DPPC 6 de DMPC ( dimiristoil lecl- 
tlna I alcanza valores de 0*08 y 0'29 respectivamente, 
llegando a hacerse prôxlmo a la unidad en medios alta- 
mente apolares (. 234 1 . Trauble y Overath ( 239 ) tra- 
bajando con membranas de E. coll, determinan transiclo 
nés de fase utilizando el ANS, y por comparaciôn con / 
los valores de $ conocidos en metanol y etanol, deter­
minan el valor de este parSmetro en aquellas.
Este comportamlento que nos informa sobre la 
gran sensibilidad del ANS frente a la polaridad del me 
dio, viene acompanado al tlempo de un desplazaunicnto _
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en al mâximo de emislôn fluorescente, concomitante con 
las varlaclones de $. Asl, mlentras que en solueIôn acup 
sa dlcho mâxfmo se locallza a SIS nm, en disperslones_ 
de DPPC ô de DMPC, aparece a 485 y 480 nm respectlvamen 
te.
Como ya es sabldo, estos oorrlmlentos espec­
trales, pueden relaclonarse con la polar Idad del micro 
entorno de la sonda, mediante los valores de parâmetro 
Z de Kosower (_ 240, 241 ). Comparando la locallzaclôn 
del mâximo de emlslôn de la sonda en solventes con dl- 
ferente valor de Z, se ha estlmado que el ANS queda an 
clado en la blcapa, en una regiôn cuya polarIdad équi­
vale a Z= 83. Este valor, es al que se obtlene para el 
metanol puro ô el etanol al 90% C 241 1. El dato sugle 
re que el ANS no se Incorpora en la reglôn hidrofôblca 
de la blcapa, slno que mâs bien lo hace en la zona prô 
mima a la superficie de las veslculas, donde los fosfo • 
llpidos presentan ciertas propledades anflflllcas.
Por otra peurte, el valor de $= 0'08, es ca- 
racterlstlco para un entorno cuya constante dielectri- 
ca sea alrededor -de E = 40 C 248 ). Teniendo en cuenta 
que la constante dlelâctrica de la fase hidrocarbonada, 
se estima entre 2-4, de nuevo nos vemos abocados a / 
aceptar. que la sonda se ancla fundamentalmente a nivel 
de los grupos polares; concretamente C 242 ), orlentan 
do su grupo sulfônico hacia la fase acuosa.
Aunque una de las mayores dlficultades en la 
aplicaciôn de esta sonda fluorescente en membranas, es 
su tendencia a interaccionar muy simllarmente con Ifpj^  
dos y protelnas, su erapleo en la detecclôn de ciertas 
propiedades —  como la transiciôn de fase — , que de- 
{(enden excluslvamente de los llpidos, résulta induda-, 
blemente ventajoso.
La adsorciôn del ANS sobre la superficie, de
1 8 3
pende conslderablemente de la carga neta de la misma/y 
de la presencia de iones de carga opuesta que pudieran
eatar apantallando C 223 ). Por tanto, los expérimen­
tes de titulaclôn con ANS, demuestran qur. sôlo se ob- 
tlenen valores verdaderôs de saturaciôn, si la fuerza_ 
iônica del medio, es lo suficientemente alta como para 
apantallar la carga superficial. Trauble y Overath. /
C 239 ) estudiândo este aspecto sobre membranas de E . 
coll, con diferentes sales y a distintas concentracio­
nes, concluyen que si la carga superficial es baja, 6
la fuerza lônica > 0'05, la uniôn del ANS, estâ regida,
en buena aproximaciôn, por la ley de Langmuiz.
Puesto, que nuestras experiencias iban enca- 
minadas a determinar la influencia del extracto de mir 
to en la transiciôn de fase de liposoroas de DPPC, uti­
lizando el ANS como sonda fluorescente, decidimos rea­
llzar unas pruebas previas sobre el sistema. En primer 
lugar, decidimos comprobar la dependencia que présenta 
la fluorescencla del ANS con la temperatura, en un me- 
dlo de polaridad semejante a la de la regiôn de la bi­
capa donde se localisa. Para ello, y para determinar 
la posible influencia del extracto sobre dicha dependen 
cia, escogimos un medlo formado por dioxano/H^O al 70%. 
Esta mezcla posee un valor del parâmetro Z de Kosower_ 
t 234, 241 ) igual al del metanol, y al del etanol 90%, 
que a su vez, como ya hemos mencionado, se consideran 
similares al del sitio de localizaciôn del ANS. La mez 
cia dioxano/HjO 70%, al tener un punto de ébulliciôn / 
superior a estos disolventes, y aunque las determina- 
ciones se realizan en cubetas cerradas, supcne una me­
dida de seguridad en cuanto a las posibles evaporacio- 
nes, y sus consecuencias en la medida.
La concentrac iôn utilizada de Al'fS, fuô de / 
33yN, lo que represents que nos encontrames por debajo
18'*
del limite de 2.10  ^M que Trauble y Overath. C 239 1 / 
maurcan para evitaur fenômenos de dlstorslôn en la estruc 
tura de la membrana. Con el fin de obtener valores rela 
tivos de intensidad de fluorescencia, se bizô uso de _ 
una soluciôn de suifato de Quinina 5 yg/ml en SO^Hg / 
Q'JL N, a la que se sometiô, pairalelamenté a cada mues­
tra problema, a las variaciones de température.
Los resultados obtenidos de senal de fluoré^ 
cencia relativa C S.F.R. 1 fueron representados frente 
a la temperatura C Fig. 24 1 . La grSfica A, correspon­
de a la S.F.R. dêl ANS simpleisente; la B, a dicha se­
nal en presencia de extracto —  6'2 jig/ml — , y la C a 
la diferencia, a cada temperatura, entre ambos résulta 
dos. Los trazados reflejan una disminuciôn de la S.F.R. 
del ANS tanto solo como con el extracto, siendo peque- 
Ra la modificaciôn en este ûltimo caso, respecto al / 
primero. Concretamente C Fig. 24 C ), a partir de 35“C 
la diferencia entre las S.F.R. se estabiliza.
El paso siguiente, fuô comprobar el comporta 
miento de esta sonda en un sistema que no sufriera tran 
siciôn de fase, en el rango de temperatures con que he 
mos trabajado. A este fin se utilizaron llposomas de _ 
PC C 8% DCP ) en teunpôn âc. citrico/PO^HNa^ pH= 5'45 . 
La incorporaciôn del ANS se llevô a cabo —  vease Mate 
riales y Môtodos —  mediante inyecciôn sobre la suspen 
Siôn de llposomas ya diluida a O'I mg PL/ml. La longi- 
tud de onda de excitaciôn, igual que en la experiencia 
anterior, fuô de 380 nm, realizando la lecture en el / 
môximo de emisiôn C 475 nm ). En la Fig. (25) —  Tabla 
Xiy — , ofrecemos los resultados de S.F.R., représenta 
dos frente a la temperatura, y que correspondon a 3 ba 
rridos —  subida, bajade y subida de temperatura —  , 
Segûn puede apreciarse, el trazado es coïncidente en / 
los très casos, e Indica un descenso de la S.F.R. con
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la temperatura, no exlstlendo evldencia como era de es^  
perar, de translcldn de fase. Eato supona que la depen 
dencla del rendimiento cuântico de la fluorescencla / 
del ANS con la temperatura, no se altera a travâs de 
los suceslvos barrldos.
Comparando este resultado con el obtenldo en 
las medldas de dispersiôn de la luz a 90*pgura este mis 
mo sistema, se puede comprobar que tanto el problema / 
de hlstâresls en los barrldos de temperatura, como la 
discontinuidad en la senal —  que pudlera confundlrse 
con una transiciôn termetrôpIca de fase — , se han ell 
jnlnado. En consecuencla. Considérâmes adecuado reall­
zar el estudlo de la transiciôn de la DPPC y sus posl- 
'bles mbdlfIcaclones por el extracto de mlrto, con ayu- 
da de esta sonda fluorescente.
El método experimental seguldo con este sis­
tema, fuê Idéntico en todo al caso anterior, dlflrlen- 
do ûnlcamente en que se reallzaron sôlo dos barrldos / 
de temperatura: subida y bajada. Los resultados de S.F. 
R. obtenldo s para los llposomas solos —  Tabla XV —  , 
y para su Interacclôn con el extracto, —  Tabla XVI —  
quedan representados en las Flgs. C26) y C27) respect! 
vamente. En ambas, se aprecla un caracterlstlco y acu- 
sado Incremento en la S.F.R., en la zona de temperatu­
res prôxlma a 40**C, durante el calentamlento. Dlcho In 
cremento, es concordante con el obtenldo por Tsong / 
C 243, 244 1 para esta misma sonda, con llposomas de _ 
DMPC. Segûn este autor, el transporte del ANS a través 
de la blcapa, se ve acelerado en la proxlmldad de la _ 
Te por comparaciôn al que se observa a temperaturas su 
perfores ô Inferlores a esta.
Numerosos estudios relaclonados con procesos 
de membrana, concuerdan en la Idea de que en la yecln- 
dad de la transiciôn, se produce un Incremento en la /
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cinética de los mismos. Asl, en lo concerniente a fenô 
menoa de transporte transmembrana, Papahadjopoulos y _ 
cols C 245 ï observan un nâximo en la permeabilidad del 
Na en la Tey tanto de vesiculas de DPPC corao de / 
J3MPC. La conduotividad del R mediada por la Valinomi 
cina, se ve aslmismo incrementada, y la penetraciôn de 
molécules exégenas en la bicapa, tcunbién. La hidréli- 
sis de li^osomas‘de DMPC por la fosfolipasa —  de _ 
péncreas de cerdo — , se ve positiveunente favorecida a 
la TCr lo que es indicativo de que ûnicamente en ese / 
momento tlene lugar une penetraciôn significative del 
enzima t 246 ). Finalmente, Kantor y Prestegard ( 214), 
a quienes hemos aludido en les estudios de dispersién 
de la luz, concluyen que la fus.idn de vesiculas de DMPC 
induoida por la presencia de âcidos grasos, s61o pare- 
ce alcanzar une inagnitud considerable cerca de la Te.
Puesto que la influencia del extracto sobre/ 
la transicién de gel a cristal-lîqu.ido debe ser estima 
da a través de la modificaciôn de Te, AT, etc..., con­
sidérâmes oportuno aplicar a nuestros datos el trata- 
miento propuesto por Overath y Trâuble (216) para la 
obtencidn de taies parémetros. El trataroiento consiste 
en la representaciôn de los resultados expérimentales 
en forma de log I ( log S.F.R. ), frente a 1/T. En la_ 
Fig. (28) ofrecemos una representaciôn tipo, que como 
puede apreciarse, permite una extrapolaciôn lineal por 
*encima y por debajo de la transieiôn de fase. La tangen 
te al trazo central, en su intersecciôn con cunbas ex-, 
trapolaciones, define 1/T^ y 1/T^ , que corresponden_ 
al comienzo y al final de la transicidn, respectivamen 
te. Asîmismo, la paralela al eje de ordenadas en la / 
que los puntos de intersecciôn con las extrapolaciones 
equidistan del punto de coincidencia con la tangente _ 
antes mencionada, détermina el valor de 1/Tc. El paré-
n h
log I
log I
log I
F i g  2 8
log I,
log I
1/T1/T,
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metro queda tambiën deflnldo por esta recta, segûn 
se especlflca en la figura, y corresponde a_la varia- 
cl6n total de la S.F.R. del ANS, durante la transiciôn 
de fase.
La apllcaclôn de este tratamiento a nuestros 
resultados expérimentales con liposomas, queda refleja 
do en las Figs. C 29, 30 1 —  subida y bajada de tempe 
ratura — , y las debidas a la interaccidn con el extrac 
to en las Figs. C 31, 32 ) —  para subida y bajada de_ 
temperatura respectivamente — .
En la Fig. C33), se ofrecen los cuatro traza 
dos juntos para facilitar su comparacidn.
En esta punto, conviëne hacer una serie de / 
consideraciones respecto a la histêresls que se aprecia 
en la S.F.R. al descender la temperatura. Digaroos ante 
todo, y en primer lugar que en base a los trabajos de_ 
Jacobson y Papahadjopoulos ( 174 ) se demuestra que la 
adicidn del ANS debe hacerse a temperatures inferiores 
a la Te si se pretende observar la transiciôn a través 
del ceunbio brusco en la intensidad de fluorescencia de 
dicha sonda. Este incremento repentino al aumentar la 
temperatura, corresponde probablemente al transporte / 
del ANS hacia la capa interna del liposome. Al dismi- 
nuir la temperatura, el ANS es expulsado hacia el medio 
acuoso, es decir, por una parte las molécules situadas 
en la capa externa hacia el medio intervesicular, y / 
las localizadas en la capa interna tras el transporte, 
lo son hacia la soluciôn englobada en el liposoma. Esto 
impiica que el némero de rooléculas de ANS ancladas, es 
ahora superior, por debajo de Te, al que existia en el 
calentamiento. Ello explica la histéresis que se obser 
va en el trazado de la curva de enfriamiento.
En el caso de la interacciôn, si bien tiene 
lugai una fusiôn de las estructuras, es aplicable el /
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mlsno razonamiento, con la ûnica dlferencla de que la 
expulsl6n del ANS al descender la temperatura, se pro­
duce hacia los espaclos acuosos Interlaroelares.
Uno de los par&netros cuya modificaciôn inte 
re sa estudiar, es la temperature de comienzo de la tran 
sicl6n. Aunque este têrmino es relative segûn nos refi 
ramos al calentamiento 6 enfriamiento de la muestra,en 
nuestro caso, descartaunos las curves de enfriamiento , 
y nos referiremos en adelante al comienzo ô final de / 
la transiciôn, en el ascenso de temperatura.
Por estas ramones, hemos resumido en la Tabla 
C XVII 1 los datos obtenldos mediante la représenta-, 
ciôn de log I frente a 1/T, al varier la temperature / 
en dicho sentido. De los mismos se deduce, que la pre­
sencia del extracto, rebaja la Te sôlamente en 1®C, la 
Tj^ en 0'4®C, y la T^ en l'5“C, de donde résulta que la 
modificaciôn de AT, respecto a la que corresponde a / 
los liposomas sôlos, es de l'2*’C, lo que se debe esen- 
cialmente, a la dlsminuciôn que opera sobre T^. Sin em 
bargo, el extracto no altera AI. Trauble (223 ) ha de 
mostrado, que AI para una concentraciôn dada de ANS , 
es funeiôn fundamentalmente de la diferencia entre el 
nûmero de sitios de uniôn en la fase " fluida " y la / 
fase " sôlida En consecuencia, el extracto no alte­
ra dicha diferencia; sin embargo, la senal de fluores- 
cencla del ANS an el slstema que contiene extracto, es 
menor que en ausencia del mlsxno. Esta diferencia en / 
nuestra opiniôn no es justlficable por el pequeno efec 
to êunortiguador ejercido por el extracto, por lo cual, 
este resultado, quizôs refieje una competiciôn por los 
sitios de uniôn que al producirse en igual extansiôn / 
en ambos lados de la bicapa deja inalterada la diferen 
cia de la que segûn el mencionado autor, depende AI,
La localizaciôn de Te es corrects, de acuer-
Valores de log parâmetros , AT y Tc ,
obtenldos segûn el tratamiento de Yguerablde ( 215 ) 
para liposomas de DPPC en el l~^clclo de temperature
AT Tc
36'0 47'0 11'0 41'8
32'0 46'0 14'0 41'0
A: en ausencia de Extracto;B: en presencia de Extracto
T A B L A  XX
Valores de los parâmetros T ,^ T^, AT, Tc y
( 216 ) para liposomas de DPPC, en el 1—*^ clclo de
temperature.
^1 ^2 AT Tc AI
38'0 43.'9 5'9 40'9 l'06 A
37'6 42'3 4’7 39'9 1*13 B
A: en ausencia de Extracto;B: en presencia de Extracto
T A B L A  XVII
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do con los datos aportados por otros autores C 87, 247). 
No obstante, AT es aparentemente inferior al obtenido _ 
en estudios similares. Asl, Jacobson y Papahadjopoulos, 
ban comprobado en estudios de uniôn del ANS a liposomas 
de DPPC, que el Intervalo de temperatures en la transi- 
clôn de fase, es de 10*C aproximadaunento, lo que signi­
fies un valor doble del que nuestras experiencias, a / 
través del trataualento de Overath. y Trâuble, arrojan.
A cualquler temperature dentro de la transl- 
clôn de fase, en la bicapa coexlsten regionss en estado 
crlstal-llquldo t " fluldo " ), y en estado gel f " sô- 
lldo "I. Bn estas condlclones, la representaciôn de la 
Intensidad de fluorescencla frente a la temperature, y 
la de Overath. y Trâuble es esenclalmente esto, es suma_ 
de las contrlbuclones.de las molécules de sonda*en cada 
una de las dos fases. De esta manera, quedan englobadas 
—  ademés de la varlaclôn en la cantldad de bicapa en / 
fase " flulda"y en fase " sôlida " — , la variaciôn del 
coeflclente de reparto C fluido/gel ) de la sonda con / 
la temperature, y los cêunblos en y ( rendimiento 
cuéntlco en fase fluide y en fase sôlida respectivamen- 
te ) con la temperature. Este ûltimo factor, que podrfa 
dlstorslonar los resultados, se pone de manifiesto en / 
las Flgs. C 30, 32 ), en las que se aprecia la faita de 
paralelismo entre las extrapoléeiones —  intensidad de 
fluorescencla an fase sôlida t Ig) y fluida C Ip)— ; /
ello Indice, que las dependencias de y con la tem 
peratura, dlfleren.
Por estas razones, decldimos aplicar a nues- 
tros datos, el criterio de Yguerabide C 215 ), que se / 
basa en las slgulentes conslderaciones. Para un slstema 
con un méximo de dos fases, la intensidad de fluorescen 
cia a cualquler temperature, —  supuesto que la sonda / 
ocupa en cada fase un ûnico tlpo de sitios, homogéneos—
2 0 4
—, viens dada por la expresiôn:
I- a [q, P; + 0, p j  14 ,
que comparada con:
1= K.$.2’3,e.c.l.lQ t 5 )
donde e.c.l — ô 
podemos définir la constante " a " del instrumento, a 
una lex determinada, como: a» K.2'3.1^.1 . Por otra par 
te, Qg y Qp, representan el producto de la eflcacla / 
cuântlca ( $ ) y el coeflclente de extlnclôn en fase _ 
sôlida y fluida respectivamente. Pg y Pp , expresan el 
nûmero de molécules de sonda en cada una de las dos fa 
ses.
En general, Qg, Q^, Pg y P^, dependen de la_ 
CŒoposlclôn del slstema, y de la temperatura. Denoml- 
nando P^ al total de molécules de sonda en la bicapa :
Po- Pg + Pf C 6 1
y deflnlendo el coeflclente de reparto de la sonda_ 
como:
K = Cp / Cg t 7 )
Cg: concentraclôn de sonda en fase sôlida
Cp: concentraclôn de sonda en fase fluida.
dlcho coeflclente, puede expresarse:
2 on
If tt, /  Pgi (Vg /  7,1 = [P, /  (P(, - Ppi](7g / 7,1
C 8 )
donde Vg y representan los volûiaenes de ëunbas fa 
ses.
Resolvlendo la ecuaciôn C 8 ) para P^, susti 
tuyendo en la C 4 ), y reagrupando têrminos llegamos a 
una ecuaclôn del tipo:
î » y  /  C 1 + y  } C 9 )
en la que:
y =  l  Vp /  Vg ) K =  Pp /  Pg t  1 0  )
Tenlendo en cuenta que:
I, - a Qg Pp t 11 )
I, " a Q, Pp ■ (. 12 1
obtenemos una expreslôn final de î :
I - I
® ; 0 < ï < 1 ( 13 )
Ig es la intensidad de fluorescencia que se / 
obtendrla en la laedida, si todas las rooléculas de sonda 
se encontraran, a una temperatura, en fase sôlida. 1  ^/ 
encierra el mlsmo concepto para la fase fluida. Final- 
mente, nos referiremos a î como la intensidad de fluo­
rescencia normalizada.
2 0 R
Volviendo a las conslderaciones que se han / 
hecho en cuanto a los factores que engloba la varlaclôn 
de la senal de fluorescencla con la temperatura, y de- 
tenléndonos en la ecuaciôn ( 13 ), comprobamos que î / 
es la parte de la intensidad de fluorescencla que re-, 
fleja los cambios en y Ng ( nûmero de molûculas de 
llpido en cada fase ), y en K, con la temperatura;I^  e 
Ip, expresan la variaciôn de I con la tenq>eratura, en_ 
la parte que corresponde a los cambios sufridos por Qg 
y  Op con la temperatura y composiciôn. Para mayor cia- 
ridad, podemos escribir:
I = I I Ip - Ig ) + Ig C 14 )
que muestra la dependencia de I con î , Ig e Ip .
En las repre sentac ione s de î vs t, se refle­
ja la contribueiôn del diagrama de fases, y el coefi-, 
ciente de reparto K, a la forma de las équivalentes de 
I vs T, pero no se inoluyen las posibles variaciones / 
de Qg y Qp con la temperatura y composiciôn. Ambos ti- 
pos de representaciôn, siguen el mismo trazado, cuando 
tanto Qg como Qp son independ ien te s de los dos citados 
factores. En el caso de existir dependencia, su efecto 
sobre I, puede evaluarse a través de las representacio 
nés de î coh la ec. C 14 ).
Dentro de la regiôn de transiciôn de fase, / 
las extrapolaciones de la intensidad de fluorescencia, 
sobre las representaciones de I vs T —  6 de la equiva 
lente log I vs 1/T — , pueden emplearse para estimar 
la dependencia de Ip e 1  ^con la temperatura en dicha_ 
regiôn. Existen varios métodos de extrapolaciôn que / 
pueden utilizarse en base a las siguientes observacio- 
nes. Para muchos fluorôforos, segûn indican los estu­
dios al respecto, la temperatura afecta principalmente
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a la velocldad especlflca del proceso de conversidn In 
terna, pudlendo expresarse esta dependencia;
« K® exp C - E/RT ) ( 15 )K
donde E es la energla de activaciôn, R la constante de 
los gases, y T la tenteratura absolute. De acuerdo con 
esta ecuaciôn, la representaciôn de K. vs 1/T rinde / 
una linea recta, lo que justifica las extrapolaciones 
lineales de los datos de I vs T haciendo uso de la re­
presentaciôn de log I vs 1/T . Sin embargo, este méto 
do de extrapolaciôn, no es absulutamente correcto, co­
mo vamos a demostrar. La intensidad dq^fluorescencia / 
debida a un fluorôforo en un entorno homogëneo , viene
dada por;
;c ) l+c KJ / )exp(- E/RT )
t 16 )
donde es la constante de velocidad para la emisiôn 
de radiaciôn. Esta ecuaciôn nos indica que en general 
las representaciones log I vs 1/T son complejas, no_ 
existiendo estricta l'inealidad salvo en el caso de que: 
C )axpC- E/RT ) > > 1, y supuesto que no de
pende de la temperatura. En taies condiciones, la ecua 
ciôn ( 16 } queda reducida a;
1= Iq t / K» ) exp ( E/RT ) C 17 )■
Por otra parte, cuando E/RT «  1, podemos ha 
cer una expansiôn en serie de exp C - E/RT ) desprecian 
do los tôrminos de la raisma a partir del segundo:
208
l/I - c  1/Ij I |^i+ C KJ /  ) t 1 - E/RT ) j ( 18 )
Estos câlculos Indican, qua el major método 
de extrapolaciôn, depende en cada caso de los valores 
relatives de K^, y E. Consultando la bibliografla
que concierne al tema, nos encontreumos con que tan to / 
las representaciones de log I vs 1/T, ccxno de I vs -/ 
1/T, Ô la mâs send 11a de I vs T, han sido utilizadas 
para extrapolaciones lineales, aunque normalmente, no 
se justifica el mêtodo.
En general, podemos decir, que para una son 
da localizada en un medio homogëneo en el que Pg es _ 
independiente de la temperatura, el mëtodo correcto / 
para la extrapolaciôn, requiers la concordancia entre 
la ec. (. 16 ) y los datos expérimentales.
Las conslderaciones que acabamos de exponer, 
se refieren a sondas insolubles en medio acuoso ( per^ 
leno, DPR ); para aquellas dëbilmente solubles como el 
ANS, debe tenerse en cuenta que Pg t nûmero total de / 
moléculas de llpido accesibles a la sonda ), varia con 
la temperatura y composiciôn. No obstante, si se trata 
de evaluar el coeficiente de reparto de la sonda entre 
las fases sôlida y fluida, a partir de.las represents 
clones de I vs T, el mëtodo que hemos presentado puede 
utilizarse ccxno una buena aproximaciôn. La razôn para 
ello se encuentra en el hecho de que tanto Ig como 1  ^
no dependen exclusivamente de Q* *.e, sino de Pg, Al _ 
extrapolar Ig e 1  ^en la regiôn de la transiciôn de fa 
se, los valores extrapolados, incluyen a cada tempera­
tura, la variaciôn de Pg. Los valores de î calculados 
mediante la ec. ( 13 ), y los extrapolados de Ige 1  ^/ 
son pOr tanto aproximadamente independientes del repar
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to de la sonda en el medio salino que rodea la bicapa.
Tras estas observaciones, pasainos a exponer 
los resultados obtenldos, elaborando nuestros datos ex 
perimentales en forma de î. Los valores de e 1^. a / 
cada temperatura, proceden de las extrapolaciones efec 
tuadas en las correspondientes representaciones de / 
log I vs 1/T (Fig 28). En las Tablas t XVIII, XIX ) _ 
se presentan los datos de Ig, .1^ , I e ï a cada tempera 
tura, correspondientes al calentamiento, en ausencia y 
presencia de extracto respectiveunente. Su representa­
ciôn grëfica frente a t t®C), queda reflejada en la / 
Fig.C34) —  A sin extracto, B con extracto — , Sobre _ 
los trazados, se ha marcado el comienzo t Tj^ ) y final 
C Tg ) de la transiciôn, siguiendo el criterio de Ygue 
r abide C 215 ).
Por ûltimo la Tabla ( XX ) resume los resul­
tados de Tj^ , Tg, Tc e AT en presencia y âusehcia de 
extracto. De su anâlisis, observaunos en primer lugar,y 
para los liposomas sôlos, que los valores de T^ y T^ _ 
son muy similares a los obtenidos por Jacobson y Papa­
hadjopoulos C 174 ). En segundo têrmino, la Tc=41'8*C, 
se encuentra en excelente acuerdo con los datos de DSC 
C 86 1 que arrojan un valor de ( 41'5 ^ 0'3 )®C. Fi- 
nalmente, AT es taunbiên muy semejante al dato aportado 
por Jacobson y Papahadjopoulos (174 ).
En lo concerniente a la influencia del extraç 
to de mirto sobre estos parâmetros, la Tc se ve poco / 
modificada, sôlamente un descenso de 0'8*C. La anchura 
de la transiciôn sa increments en 3“C, debido a las va 
riaciones de T^ y T^. Asl, mientras esta ûltiroa sôlo / 
desciende en 1®C, la temperatura de comienzo de la tran 
sic iôn ( Tj^ ) se ve rebajada en 4°C.
Da acuerdo con este anâlisis, nuestra opiniôn 
es que el extracto estâ introduciendo una ampliaciôn /
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Valores expérimentales y extrapolados de la 
S.F.R. y del parâmetro I  ^S.F. normalizada ), en 
funciôn de la temperatura, en ausencia de extracto .
t Ce)
36 I’ll I'll 2' 36 0
38 l’09 l’03 2'21 0'05
40 l'17 0'95 2*07 0’24
42 l’43 0'89 l'93 0'52
44 l’73 G'82 l'81 0'92
46 1*68 0'77 l'70 0'98
T A B L A  XVIII
J’U
Valores expérimentales y extrapolados de la 
S.F.R. y del parâroetro ï ( S.F. normalizada ) en 
funeiôn de la temperatura, en presencia de extracto .
t Ce)
32 0*77 0’77 2'34 0
34 0*75 0'72 2' 18 0'02
36 0'75 0'68 2 ’02 0*05
38 0'79 • 0’63 l'88 0'13
40 0'92 0'60 l'75 G’28
42 l'34 0'56 l'62 0'74
44 l'45 0'53 1’ 51 0' 94
46 l'41 0'49 l'40 ' l'Ol
T A B L A  XIX
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del rango de temperatures en que coexisten la fase gel 
y la crtstal-llquido. Este efecto se produce esenclal- 
mente, a costa de una fluldlficacl6n de la fase gel.
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PRUEBAS CON HONOCAPAS
La tôcnlca de capas jnonomoleculares, constltu 
ye una Importante herramlenta en el estudio de activlda 
des bloldglcaa a nlvel de membrana, de la que no hemos 
querldo dejar de hacer uso, dada su utllldad en nuestro 
problems.
En las monocapas de llpldos,éstos adoptan una 
conflguracldn en la interfacie aire-agua, nimilar a la 
que poseen en la membrana; la formacidn espontâhea de / 
esta capa monomolecular cuyas caracteristicas permiten 
aslmilarla a una mitad de la capa lipidica biraôlecular, 
facilita el estudio de los fendmenos que tienen lugar / 
en la interfacie agua-ltpido, bien sea con los componen 
tes naturales de mambrSna, bien por la incorporacidn de 
un elemento ajeno a el la. De esta roanera, puede obtenejc 
se informée16n directe sobre la penetracldn 6 no en di- 
cha estructura, de determinadas molécules de interés / 
bloldgico; aslmismo, es posible conocer las condiciones 
de interfacie que estuvieran influyendo sobre el proce- 
80 .
Wo obstante su utilidad, el modelo —  como ya 
se explicd — , tiene sus limitaciones, en cuanto que al 
suponer ûnicamente la mitad de la membrane, en la lnve£ 
tigacidn de interacciones llpido-proteîna, no puede de­
terminer se con taiîta aproximacidn la arquitectura que / 
el conjunto molecular présenta en el orgànulo natural.
En nuestro ceso, hemos trabado de estudiar, - 
las modifIcaciones que el Exto. de mirto, induce en la 
intérfacie fosfollpido-agua, asi como las caracteristi-
2ir,
cas .que êsta présenta por la interacclôn del conjunto 
llpidico con el extracto. En este sentldo, influye tam 
blên la composicidn llpldlca de la monocapa. Por ello, 
decldimos llevar a cabo un estudio con este modelo, pa 
ra en unos casos aclarar y en otros compléter, alguna 
de las informéelones conseguidas mediante el modelo de 
liposome.
Una de las primeras dificultades con que nos_ 
encontramos, fuê la mayor delicadeza que el modelo de 
monocapa présenta frente al de liposome, en el sentido 
de que el conôcimiento de la naturaleza qulroica de los 
componentes de la monocapa y de las sustancias que in- 
tervienen en le interacclôn, es un requisito fundamen­
tal, cuando se pretende explotar al mdximo dicha têcnl 
ca. Ello lleva impllcito, la necesidad de trabajar con 
especies qulmices definidas. En consecuencia, el hecho 
de que nuestro elemento problema sea un extracto con / 
la complejidad de composicldn que ésto conlleva, supo- 
ne que nuestro nivel de concluslones se ve limitado / 
cons iderablemen te.
Otro de los factores que hubo de ser tenido 
en cuénta en estas experiencias, es la falta de homoge 
neidad de los extractos. Si bien ello no afectaba de / 
forma apreciable la reproductibilidad de las pruebâs _ 
con liposomas, la sensibilidad de la técnica de monoca 
pas, nos obliga —  como se expondrd mds adel&nte —  a 
realizar las experiencias en grupos cuyos resultados / 
sôlo son estrictamente comparables en sü aspecto cual^ 
tativo. Podrîa pensarse en la posibilidad de obtener _ 
suficiente cantidad de una soluciôn de extracto ûnica 
homogenea, a partir de los liofilizados individuales,y 
realizar con ella todas las pruebas. Sin embargo, pud^ 
mos comprobar, que el almacenamiento en soluciôn, con- 
ducla a degradaciones, no détectables por el test de /
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aglutlnaclôn, que la mayor sensibilidad de la técnica 
de monocapas pone claramente de manifiesto. Esta es la 
razôn, por la cual, hemoS operado reconstituyendo dîa- 
rlamente dos llofilizados de extracto, asegurândonos / 
con ello la activldad de nuestro sustrato problema, _ 
aunque los resultados no fueran reprodncidos exactamen^ 
te de un dia a otro.
Por consiguiente, cada una de las dlferentes 
pruebas que se presentan, es autoconsistente, esto.es, 
que al estar constituidas las subfasos por soluciôn de 
extracto precedents de la misma preparaciôn, los resul^  
tados son perfecteuoente comparables en su aspecto cuan 
titativo. Es importante resenar, que a lo largo de ca­
da prueba se realizaron varias comprobaciones de que / 
no se habla producido pérdida de actividad detectable, 
en el extracto. Para taies comprobaciones se utilizô __ 
como referenda, la isoterma que rinde la PC cuando la 
subfase.esté forroada por extracto de la concentraciôn 
y actividad que nos interesa.
Las considerac*iones générales sobre el mêtodo 
operativo, han sido ya descritas en el capîtulo de Ma­
ter iales y JMétodos. Unicamente recorder, que de cada / 
monocapa, se obtuvieron dos isotermas, la primera co- 
rrespondiente a una subfase de tampôn âcido citrico / 
PO^HNaj pH» 5'45, y la segunda a una subfase de extrac 
to en dicho teui^ >ôn, en la concentraciôn escogida. La _ 
temperatura de operaciôn, fuê de C 22 _ 1 )"C. El nüme 
ro total de molêculas de Ifpido sembradas —  para una 
superficie total disponible de 472'5.10^^ —  fuê,en
todos los casos de i '45.10^^ molêculasC2'41.10 ^moles), 
a fin de faciliter la comparaciôn de resultados.
Hechas estas observaciones, y dado que el ob- 
jeto de nuestro estudio es determiner la influencia / 
del extracto sobre las üaracteristicas de monocapas de
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distinta compostclôn, pasaraos a exponer, los resulta­
dos obtenldos en una serle de pruebas previas con mono 
capas de PC. .
Monocapas de PC
En primer lugar, procedinos a comprobar, si_ 
el extracto de mirto, en las eoncentraclones que iba a 
ser utilizado, daba monocapa. En todos los casos, se / 
obtuvo una superficie vacia en el barrido de compresiôn.
Al sembrar PC sobre una subfase que contiens 
extracto, la isoterma que se registre indice que la mo 
nocapa formada es més expandida que la que se obtiens 
con la misma #C sobre una subfase carente de extracto_
C tampôn âcido citrico/PO^HNa^ pH= 5'45 ). En la pig. 
(351 ofrecemos las isotermas de PC, registradas en au- 
sencia de extracto, y para cuatro eoncentraclones cre- 
cientès de éste. Como se puede apreciar, no se produ-, 
cen cambios significativos en la conpreslbilidad de / 
las monocapas.
El efecto expansive observado, se interpréta 
como la consecuencia de la penetraciôn en la monocapa, 
de al menos uno de los componentes del extracto. Noso- 
tros postulâmes en principlo, que dicho components, se 
rla la fitohemaglutinina del mirto.
La Pig. (36), corresponde a la representaciôn 
para distintas n del érea media ocupada por cada molé- 
cula de fosfollpido, frente a la concentraciôn de ex-, 
tracto. De ella se deduce qpie, a pesar de la aparente 
disparidad de los resultados, es posible estimar la / 
existencia de una proporcionalidad entre el efecto ex­
pans ivo, y la concentraciôn de extracto en la subfase.
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Las llneas rectas ajustadas para representar dlcha pro 
porclonall'dad directa, a Cada n , son prêteticamente pa 
ralelas entre si, conflrmando con ello, la ausencla de 
eaioblos significativos en la ccsmpresibilldad. A1 rolsmo 
tiempo, este nos Indlca, que el aumento de presldn su­
perficial no conduce a la expulsidn de la sustancia / 
que ha penetrado la jnonocapa, Iiecho este que ya pudo _ 
apreciarse en la red de isotermas.,
Aunque el comportamiento de las monocapas de 
PC con las distintas concentraciones de extracto, pare 
ce responder en llneas générales al que acabamos de ex 
poner, no podemos ignorar la existencia de un punto / 
singular para la concentracidn de l'I pg extracto/ml . 
En este caso, si bien a presiones superficiales bajas 
su comportamiento ho se desvla de la recta que impiica 
la mencionada proporcionalidad, al aumentar la presidn 
superficial se observa una desviaciôn creciente. Hasta 
el momento, este hecho no ha podido ser interpretado, 
si bien confiamos en un futuro, obtener mis informa- , 
ci6n al respecto, una vez se disponga de la fitohema- 
glutinina aislada.
Para presiones superf iciales IT > 40 d in/cm , 
entrâmes en la zona de colapso de la monocapa, donde / 
ya se producen importantes alteraciones por la presen- 
cia del extracto, y que a continuaciôn pasaroos a anali 
zar.
La monocapa de PC sobre tcunpôn Scido cttrico/ 
PO^HNSj , j^ S " 5'45, colapsa en la regiôn de 47 din/cm. 
Cuando la subfase estl constituida por extracto a dis— ■ 
tintas concentraciones, todas las isotermas; presentan 
un punto singular en dieha regiôn; este punto va sien- 
do progresivamente mis impreciso, a medida que la con- 
centraciôn de extracto aumenta, llegando a aparecer a 
presiones mayores, un huevo colapso. En la Fig. (37) /
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heiQOS r^resentado el Increroento an la pres.i6n de co­
lapso —  respecto a la de la PC sobre tampdn —  frente 
a la concentracidn de extracto.
Este efecto del extracto sobre la nonocapa / 
de PC f refleja la existencia de dos fases inmlsclblesy 
una de elias formada por las molëculas de PC libresy y 
otra pudlera estar ccxistltulda por un cojfnplejo agluti- 
nlna - PC; es decir, la aglutlnlna debldo a su fuerte 
afinldad por el fosfollpldo y a su carâcter ànflftllco, 
penetrarla la monocapa f interacclonando posiblemente / 
con un reducldo nâmero de jaolêculas de PC sltuadas a _ 
su airededor. Este complejo, no séria miscible con las 
molécules de PC libres de la monocapa. Al aumentarse 
la concentracidn de extracto y en consecuencla la pro­
porc idn de aglutinina que pénétra la monocapa, se va / 
reduclêndo el nûmero de molécules de PC libres en la _ 
superficie, siendo posible el llegar a registrar la / 
presldn de colapso de la nueva monocapa formada por __ 
complejo PC - fltohemaglutinina.'Sln embargo, el hecho 
de que el punto de colapso de la PC sea todavîa obser­
vable, y que el colapso de la nueva monocapa no sea / 
muy neto —  a la concentracidn més elevada de extracto 
con que se ha trabajado —  nos indica que no se ha al- 
canzado a establecer la relacidn estequiométrlca del / 
complejo impllcando todas las moléculas de PC disponi­
bles.
Por otra parte, el efecto expanslvo que se / 
aprecia en las Isotermas, no debe conslderarse como un 
Increraento del érea por molécula de fosfollpldo, slno 
debldo a la incorporacIdn a la monocapa de una molécu­
la de tamaho molecular considerable, como la aglutini­
na. En nuestra oplnldn la penetracidn de ésta, contrae 
rla la monocapa al establecerse la interaccldn fltohe-
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maglutlnlna - PC, pexo tenlendo en cuenta el incremen- 
to de superficie que conlleva la entrada de una molëcu 
la rtucho mayor que la de PC, el balance final séria el 
efecto expanslvo que se observa.
Trae el anâllsls de la Influencla de la con­
centracidn de extracto sobre la monocapa de PC, no pa- 
rece exlstlr fundamento para la eleccldn preferente de 
una determinada concentracidn de trabajo* Por ello, y 
dado que la de J-'J. ÿg extracto/inl corresponde —  segdn 
el nûmero de moléculas de PC sembradag —  a la misma / 
relacidn Exto./PL C P/T 1 que la utillzada en las prue 
bas con llposomas, decldimoa trabajar con ella. No obs 
tante, es importante sénalar que la situ ac idn de dispo 
nlbilldad de aglutinina por el fosfollpldo, es dlferen 
te, y de momento, escapa a nuestro control.
El contlnuar. las experlenclas en este senti— 
do, no procédé, ya que no podria obtener se nueva Infor^  
macldn en tsuito no se disponga de la e specie qulmlca / 
pura que pénétra la monocapa.
■Monocapas mix tas de PC : PE
El objetlvo de este grupo de experlenclas, / 
fué estudlar la inf luencla que, sobre la incorpor ac Idn 
de la aglutinina a la monocapa, ténia la varlacldn del 
grupo polar del fosfollpldo.
La composlcldn de la PE— buevo en cadena de 
âcldos grasos, es algo dlstlnta de la que posee la PC- 
huevo, pero como puede comprobarse en la tabla slgulen 
te C-100 I, las dlferenclas no son fundamentaies.
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pa PE,
a b
^16 33'6 36'2 22'0
^18 20*3. 13'4 27'0
^18:1 25'8 36*8 24'a
^18:2 11'2 10'8 7'3
^20:4 7'5 1*8 2*5
^20:6 2'2 0'8 16'6
a y b X primera y tiltima parte, respect!vamente,del 
pico de elueidn en la cromatogxafla por Ac. 
Sillcico.
La caracterlstica que diferencla esencial- 
mente a ambos fosfollpidos, es su grupo polar; aunque 
dste es neutro ( zweitterion ) tanto en la PC como en 
la PE, la sustitucidn del grupo r-A { CH^ ) ^ , testan­
te voluminoso, por el -Allg, notablemente menor, su- 
pone un cambio dn la disposicidn espacial en la inter 
facie llpido-agua. Asi, el primero tiende a situarse 
en perpendicular a dlcha interfacie, mientras que él_
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segundo puede hacerlo en paralelo. Esta ûltlma disposi 
cidn, pennite que puedan interactuar electrostéticamen 
te los grupos fosfato y anina de moléculas adyacentes. 
Por esta razén, a Igualdad de cadenas hidrooarbonadas_ 
C 249 ) la PE da monocapas mâs condensadas que la PC .
En nuestro caso ( Fig. 38 ), las isotermas _ 
de PE y PC sobre un sustrato de tampôn écido cltrico / 
PO^HNa^ pH = 5'45, siguen un comportamiento anélogo _ 
al descrito por Phillips y cols t 249 ). Asl, a peaar 
de que por la composicién de sus cadenas, la PE da una 
tlplca monocapa expandlda, esta caracterlstica es menor 
que en el caso de la PC. Por tanto, dado que las cade­
nas de ambos fosfollpidos no difieren esenclalmente en 
tre si, y en las condiciones expérimentales de trabajo 
se encuentran en estado cristal-liquido, vamos a tra-f 
tar de comprobar, si la penetracién de la monocapa por 
la aglutinina, se ve afectada por la diferencia en los 
grupos polares, y el distinto grado de condensacién de 
la monocapa que ello conlleva.
En la Fig; (38) ofrecemos las isotermas re­
gis tradas para la PC y la PE sobre sustrato de tampén;_ 
âcido cltrico/PO^HNag pH » 5'45, y cuando en el mismo 
sa halla presents el extracto. En nuestra opiniôn, que 
da claro que la magnitud del efecto expansor de la fi- 
tohemaglutinina, es inferior para la PE que para la PC, 
lo que se interpréta, como debido al grupoipolar de la 
primera, que influye dificultando la penetracién.
A continuacién, heroes estudiado, este mismo _ 
efecto sobre monocapas mixtas de PC : PB. Las isotermas 
obtenidas para las proporciones 75:25, 50:50 y 25:75 , 
asl como para los componentes puros, sobre subfase de_ 
tampén, se presentan en la Fig. (39). En la misma, pue 
de apreciarse, cômo las monocapas resultan progresiva­
mente més expandidas a medida que aumenta la proporcién
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de PC. Este hecho f queda refie jado cuantitativaunente / 
en la Fig. C 41 A 1, en la que se ha representado el _ 
ârea media por molécula C A^/ molec. ) frente a la frac 
ciôn molar de PE. Las llneas discontinuas reflejan el_ 
comportamiento ideal en todo el rango de fzacciones mo 
lares, a n= 5 din/cm, n* 20 din/cm y n= 40 din/cm. A 
este comportamiento, se ajustan completaunente, las mo­
nocapas mixtas, lo cual es indicative de miscibllldad 
entre los dos componentes.
En cuanto a la zona del colapso, (Fig. 39) , 
no parece exlstlr ningdn comportamiento particular,sim 
piemente, dado que la PE colapsa a presiones superfi-, 
claies superlores que la PC —  pero muy préximas —  el 
incremento en la proporcién de ésta ûltima va rebajan- 
do progresivamente el punto de colapso. Todo ello, re- 
fuerza la idea anterior de miscibllldad entre ëumbos / 
fosfollpidos.
Ya hemos visto, que la presencia del extrac­
to en el sustrato, provoca la expansiôn de las monoca­
pas de PC y de PE respectivamente. En la Fig. (39) pue­
de observerse, por comparacién con la Fig.(40) que las 
isotermas correspondientes a las monocapas mixtas su-, 
fren también dicho efecto expansor. Dado que el siste- 
ma PC : PE sigua un comportamiento ideal en ausencia / 
de extracto, eS de indudable intarés el comprobar si / 
dicho comportamiento se sigue manteniendo en presencia 
del mismo. La Fig.( 41 B ) en la que las llneas discon 
tinuas representan ahora el comportamiento ideal calcu 
lado a partir de las éreas médias de los componentes _ 
puros modificadas por la presencia de extracto, nos / 
ayude a* analizar los resultados. Hemos de senalar que 
este comportamiento ideal, se refiere al que cabrla es^  
perar de no depender la penetracién de la fitohemaglu- 
tinlna, de la proporcién PC ; PE. La desviacién que se
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observa es debido a que a pesar de que la presencia de_ 
extracto expande las monocapas de distinta composlcldn, 
este efecto expansor es llgeramente Inferior al que ca 
brla esperar; es declr, respecto del cornertamlento / 
Ideal, las monocapas mixtas son mâs condensadas.
La regl6n del colapso, no parece modlfIcarse_ 
respecto al resultado obtenldo sobre tampdn âcido cltr^ 
co/PO^HNaj. En el caso de la Xp^= 1, el comportamiento 
es el esperado, siendo sufIclente una pequena proper-, 
cldn de PE C 25% ) para que la capacldad de interaccldn 
de la aglutlnlna con la PC dlsmlnuya considerablemente.
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Monocapas mixtas PC ; Colesterol
Los ensayos con monocapas mixtas de 7C:cole£ 
terol, fueron realizados con objeto de estudiar la in- 
fluencia que pudlera* ejercer la presencia de colesterol 
en la monocapa, sobre la penetracidn de la aglutinina. 
Aslmlaoo, resultaba de particular interés, el compro-, 
bar si entre estos datos y los obtenidos con liposomas, 
existla una correlacidn.
Como en otras ocasiones, se obtuvieron dos_ 
colecciones de Isotermas, unas en las que el sustrato 
estaba constltuido por el tan^n habitual, y otras en_ 
las que aquel^ contenla extracto de mirto en una con-, 
centracidn de I'l yg/ml. Se trabajd, ademâs de con / 
los componentes puros, con tres proporciones molares _ 
PC:colesterol, 3:1, 1:1 y 1:3 respectivamente.
En ausencia de extracto, las isotermas mix-, 
tas C Fig. 42 ) muestran el conocido eiecto condensan­
te ejercldo por el colesterol sobre las monocapas de / 
lecltina. Este efecto aumenta, al aumentar la presidn 
de superficie. Los datos, estân en concordancia con _ 
los existantes en la bibliografla C 24 9 ).
Cuando el extracto se encuentra en la subfa­
se t Fig. 43 ) puede observarse que si bien el coleste 
roi sigue mostrando su efecto condensante, las monoca­
pas son mâs expandidas que las que se obtienen sobre / 
un sustrato de tampdn. El efecto, depends de la rela-, 
ciôn PC:colesterol C Tabla XXI ). Asl, por ejemplo, / 
cuando la fraceidn molar de colesterol es 0'25, el efec 
to expansivq, —  juzgado a travês del incremento porcen 
tuai del ârea media por molécula — , no es significati
n din/cm 
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Incremento porcentual del ârea media por 
molécula» en monocapas mixtas PC : Colesterol» en 
presencia de extracto de mirto.
A % Area
^col. "l "2 "3
0 11 12 13
0'25 13 15 14
0'50 10 3 1
0*75 9 6 5
1 34 15 0
n^= 5 din/cm ; 20 din/cm ; II^ = 40 din/cm
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vantante dlstlnto del que se produce en la monocapa de_ 
PC pura. Adatoés» puede apreciarse» que tanto en un ca­
so como en otro» el efecto es prâcticamente Independien 
te de la presiôn superficial. Ello parece indlcar que/ 
la presencia de colesterol en esa proporcidn, no alté­
ra la capacldad de la aglutinina para penetrar la mono 
papa. •
Sin embargo» dicha capacldad de penetracidn 
dismlnuye» cuando la fraceidn molar de colesterol es / 
de 0'5. A 5 din/cm» la_disminucidn es pequena» pero 
a la presidn de 20 din/cm es mucho mayor » llegando a / 
anularse el efecto expansor a 40 din/cm. Un comporta­
miento similar» se présenta cuando la fraccidn molar _ 
de colesterol es de 0*75» ya que si bien el efecto ex­
pans ivo es superior» al aumentar n» dismlnuye como en 
el caso anterior.
Finalmente» emailzando las monocapas de coles 
terol puro» observamos que a presiones superficiales / 
bajas» existe aslmisroo» un aparente efecto ëxpansor;no 
obstante éste dismlnuye» y a n= 40 din/cm ya no se pro 
duce. El hecho» refleja en nuestra opinidn» la expul- 
sidn progresiva de la aglutinina» al establecerse las_ 
fuertes interacciones a corto alcance entre el conjun- 
to planar de anillos de las moléculas de colesterol.
En la Fig.C44) hemos representado el ârea 
dia por molécula frente a la fraccidn molar de coleste 
roi» para tres presiones superficiales: 5, 20, y 40- / 
din/cm respectivamente.
El comportamiento particular que présenta la 
monocapa mixta da 0 ' 5 —  Tabla XXI —  puede estar
relacionado con la existencia en ella de un complejo / 
lecitina - colesterol de estequiometria 1:1, Dicho com 
piejo ha sido potulado por diverses autores en traba- 
jos en los que se hace uso de diferentes técnicas. En
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base a esta hipdtesls, los efectos observados con pro­
porciones de colesterol Inferlores 6 superlores al 50% » 
pueden estar relaclonados con la existencia, en tales 
condiciones» de dos fases en la monocapa: una consti­
tuida por con^lejo 1:1 y otra» de PC libre 6 coleste-» 
roi libre segûn que la fraccidn molar de éste dltimo / 
sea < 0 ' 5 6 > (X'5 respectivamente. En este ûltlmo
caso» la tendancia que muestra el incremento porcentual 
de ârea a disminuir» cuando n aumenta, correlaciona / 
claramente con el com^rtamiento obtenldo en monocapas 
de colesterol puro; es decir» tendria lugar una expul- 
sidn progresiva» de la aglutinina.
En lo que se refiere a la correlacidn de es­
tos resultados con el comportamiento que se présenta / 
en las pruebas con liposomas» recordemos» que con es­
tos modelos» la magnitud de la interaccidn, permanece_ 
invariable hasta una proporcidn del 37% de colesterol. 
Esto puede ser congruente con el dato du monocapas que 
refleja el mismo grado de expansidn en el caso de PC _ 
pura» y de 25% de colesterol. Por otra parte» cuando / 
la proporcidn de éste ûltimo es del 50% se observa con 
liposomas un descenso acentuado en la magnitud de la _ 
interaccidn. Segün hemos expuesto anteriormente, tam- 
bién para ésta proporcidn se aprecia en monocapas un / 
efecto similar» ya que la penetracidn de la aglutinina 
se ve considerablemente reducida.
2 4 0
■Monocapas de DPPC
Los datoa obtenldos en las pruebas de fluo- 
rescencia del ANS, nos informaban sobre la influencla 
del extracto de Jtnirto en la tiransiciôn termotrôplca de 
fase de este fosfollplâo. Elle,nos Indujo à utllizar / 
la técnlca de capas nonon^leculares, a fin de obtener 
nuevos datos que, slendo comparables, aportaran quizâ_ 
confirmaclones del comportaraiento observado con liposo 
raas.
Para la reallzaci6n.de las pruebas, se siguie 
ron las raisraas pautas que en ocasiones anteriores, -IDan 
teniôndose asl raisrao lag condlciones de teraperatura, y. 
nGmero de raoléculas serabradas.
En la Fig.(45] ofreceraos las isotermas de / 
corapresiôn, sobre un sustrato de tampôn, y cuando a e£ 
te se ha incorporado el extracto. Corao puede apreciâr- 
se, en el primer caso el trazado concuerda con la iso- 
terma tipica de DPPC a 22*C, con la translciôn de fase 
caracterlstica. Esta, segün la opinidn coinûnmente ace£ 
tada, supone el paso de una situacidn de llquido expan 
dido, a otra de llquido condensado. Algunos autores,la 
atribuyen a una pérdida de raoléculas de agua de hidra- 
tacién del grupo polar. A presiones superficiales supe 
rlores a la correspondiente al final de la transicién, 
la Isoterraa refieja un coraportaraiento caracterlstico / 
de monocapa condensada, fruto de la fuerte interaccidn 
entre las cadenas hidrobarbonadas del fosfollpido.
Hemos de s'enalar, que es un hecho arapliaraen- 
te probado ( 249 ), la equivalei^cia entre esta transi- 
ciôn bidiraensional, y la transicidn de fase gel a cris
JA\
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tal-llquldo en un slstema de très dlmenslones C blca- 
paa ). ,
De la isotenna registrada y cuando en la sub- 
fase se encuentra présente el extracto, puede deduclr- 
se que el efecto Inmedlato, de este, es el de dlfuml- 
nar la translciôn. Por otra parte, a presiones superfl 
claies bajas, y con anterlorldad a la translciôn, ise / 
observa una acclôn condensante, que puede ser atrlbul- 
da a un fenômeno de ocupaclôn de huecos como el postu- 
lado por Shah, y Schuman C 250 ), e Interacclôn atracti 
va con las cadenas totalmente saturadas.de la DPPC . A 
partir de II- 2 dln/cm la monocapa, en presencla de ex­
trac to, présenta una cjxnpreslbllldad uniforme como con 
secuencla de la dlfumlnaclôn de la translciôn de fase. 
Con posterlorldad a esta, y a medlda que II aumenta, la 
Isoterma, tlende a converger con la correspondiente a 
la monocapa de DPPC sobre tampôn.
La Interpretaclôn clâslca de este tlpo de fe 
nômeno, es la de que al aumentar II, la especle molecu­
lar que habla penetrade la monocapa va slendo progrès^ 
vamente exclulda de la mlsma. En nuestro caso, estimâ­
mes que dlcha expulsiôn, comenzarla a una H de alrede- 
dor de 18 dln/cm. Hemos de anadlr, que la causa de es­
ta expulsiôn, se encuentra obvlamente, en el establec^ 
miento de Interacclones entre las cadenas del fosfoll­
pido que al ser energôtlceunente môs favorables, despla 
zan al otro conçonente de la monocapa.
Este resultado, se encuentra en muy buena co 
rrelaclôn con el efecto observado en el modelo de llpo 
somas i slstema tridimensional ), en el que el extrac­
to parece ejercer aslmlsmo un efecto de ensanchamiento 
de la translciôn de fase.
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Monocapas mixtas PC ; PCP
Estas experlencias, tenîan como €inalidad,el 
observar el efecto de la carga superficial, sobre la / 
capacldad de la aglutinlna para penetrar la monocapa , 
En la Plg.(46) recogemos las isotermas debi- 
das a los conçonentes puros, BC y PCP, en ausència y 
presencla de extracto,En el caso de la PC, el comporta 
miento es Igual al observado en otras pruebas, con és- 
ta mlsma conoentraclôn de extracto en la subfase, l'I- 
pg/ml. Respecte al PCP, sus isotermas refieian que se 
trata de una monocapa bastante coherente, si bien en / 
presencla de extracto existe ademâs un fuerte efecto _ 
condensante. La magnltud de éste, depende de la presiôn 
superficial, en el sentldo de disminuir cuando ésta au 
menta, Ello supone un paralelismo con lo observado en 
monocapas de PPPC. Pado que en eunbos casos las cadenas 
hidrobarbonadas son saturadas y de 16 âtomos de carbo- 
no, es lôglco pensar que la condensaciôn pueda estar / 
provocada por una penetracl6n de la aglutinlna, que in 
teracolone fuertemente con las cadenas de PCP. Supues- 
to que en la superficie, las molêculas de PCP se encuen 
tren forroando Islotes, al alcanzarse un cierto valor / 
de concentraclôn superficial de êstos, penetrarla la 
fitohemaglutlnina interacclonando con Ic^ s cadenas. El 
hecho de que a pesar del Area ocupada por la aglutini- 
na, a Igualdad de II esta monocapa sea mAs condensada / 
que la que se obtlene en ausencia de extracto, nos ha- 
ce pensar en la posibilidad de que la molAcula de fito. 
hemaglutinlna en su zona polar, porte una carga neta _
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positivaf lo que coadyuvârla de forma notable a la con 
densacl6n, ya que ésta tendrla lugar taunblén a nlvel / 
de grupo8 polares. El efecto de reducelôn del ârea to­
tal del slstema,- séria la causa de que la Isoterma no 
Indique la exlstencla de preslôn superficial, slno a / 
âreas disponibles Inferlores de las de la correspondlen 
te monocapa sobre tampdn; Desde el momento en que ello 
se produce, es declr R ^ 0, comenzarla a nuestro enten 
der la expulsion progreslva de la aglutinlna, lo que / 
al Igual que en el caso de la monocapa de colesterol ,
Y la de DPPC, se conçrueba por la confluencla de las / 
dos Isotermas. Aslmlsmo, el hecho de que el colapso de 
la monocapa en presencla de extracto sea Idêntlco al / 
obtenldo sobre subfase de tampôn, confirma la hlpôte- 
sls que acabamos de exponer.
En las monocapas mixtas, hemos utlllzado dos 
proporclones raolares PC ; DCP, correspondlentes a 92:8 
y 75:25 respectlvêunente. Las Isotermas reglstradas,tan 
to en presencla como en ausencia del extracto, quedan 
recogldas en la Fig.C47).
Sobre subfase de tampôn la monocapa que con­
tiens una proporclôn del 8% de DCP, muestra un compor- 
tamlento pr&ctlcàmente igual al de la PC para. La del 
25% de DCP résulta ser como era de esperar, mâs expan- 
dlda que la del DCP puro, pero tamblên mâs que la de / 
PC pura. Este (Sltlmo hecho, puede encontrar su expllca 
clôn en el estableclmlento de una fuerte repulslôn en­
tre los grupo s fosfato de eunbos componentes, que en / 
térmlnos relatives séria mayor que en el caso de la le 
cltlna pura en la que los grupos fosfato pueden Inte- 
racclonar con el gi;upo -ÿ ( CH^ ) ^ de la mlsma molé- 
cula ( 250 ).
Contemplada la zona de colapsos, puede afir- 
marse que el slstema PC - DCP es miscible, al menos en
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las proporclones ensayadas.
Cuando el extracto de mlrto se encuentra pre 
sente en la subfase^ la coneluslôn que se extrae, es / 
que el DCP influye noteibleqiente en la interacclôn. Asl 
por ejemplo, es suflelente una proporclôn del 8% para 
que el efecto expansIvo de la aglutinlna sea menor que 
con la PC pura t Tabla XXII ). El colapso no obstante» 
slgue slendo similar al de la monocapa de lecitlna»
Con un 25% de DCP en la monocapa, y aunque / 
la PC es el componente mayoritario, se produce un efeç 
to condensante que no depende de la preslôn superfi- __ 
clal C Tabla XXIX 1. En adlelôn a esto, observamos que 
la monocapa présenta ûn ünlco colapso a TI= 55 dln/cm , 
es declr a n superlores a las que colapsa la lecltlna 
pura. Dado que comparada con esta ûltlma, no e^ produ­
ce precolapso de la PC cuando en la monocapa existe un 
25% de DCP, deduclmos que la composlclôn del slstema / 
en estas condlclones, da lugar a una entldad supramole 
cular nueva. .
Monocapas mixtas PC ; E.A.
El objeto de estas pruebas, es el mlsmo que 
en el caso de las monocapas mixtas de PC:DCP, hablendo
se seguldo en todo pautas paralelas.
En la Fig.(48) présentâmes las Isotermas re­
glstradas, en presencla y ausencia de extracto, para /
las monocapas de PC y EA puras. En ella puede observar
se que sobre subfase de tampôn la monocapa de EA es / 
muy coherente. La presencla del extracto en la subfase, 
induce una fuerte expanslôn, que en térmlnos relatlvos, 
aumenta con la preslôn superficial ( Tabla XXIII ). En
Increraento porcentual de ârea media por 
molècula en monocapas mixtas PC ; DCP , en presencla 
de extracto de mirto.
A % Area-
^DCP "l "2 "3
0 22 28 25
0'08 10 14 16
0'25 -7 -6 -6
1 -24 -22 -16
IIj= 5 din/cm ; 11^ = 20 dln/cm ; H^= 40 dln/cm
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Incremento porcentual de ârea media por 
Molécula en monocapas mixtas PC ; E.A., en presencla 
de extracto de mirto.
A. % Area-*
*E. A. “l "2 ' "3
0 24 28 34 ■
O'08 7 8 8
0'25 5 8 10
1 26 48 64
n^= 5 din/cm ; n^= 20 din/cm ; n^= 40 dln/cm
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nlnguno de los dos casos se alcanza el colapso.
El efecto expansor,en nuestra opinldn, no pue 
de ser explicado en virtud de una penetracldn, ya que_ 
razonablemente cabrîa esperar un resultado seiaejante / 
al obtenldo con DCP si la interacclôn hidrofôbica en­
tre las cadenas se produjera. Ademâs el efecto expan-, 
sor es, como acabamos de declr, superior a medlda que_ 
aumenta II, lo que supone un comportamlento contrario / 
al esperado de exlstlr Interacclôn.
Aceptando la exlstencla de una carga neta po 
sitlva en la aglutinlna, lois resultados se expllcarîan 
por una Interacclôn repulslva de los grupos lonlzados, 
la cual, lôglccunente aumenta, al aumentar la densldad 
superficial de êstos.
Respecte de las Isotermas correspondlentes a 
lasrmonoeapas mixtas, C Fig.49 ), observamos que la del 
8% EA sobre tampôn es prâctlcamente Igual que la de le 
cltlna pura, y la del 25% es mâs condensada que la del 
8%. Este hecho no es sorprendente si se tlene en cuen- 
ta los dos efectos que estân jugando; en primer lugar, 
la sustltuclôn de molêculas de PC por las de EA, cons^ 
derablemente menores; en segundo têrmino la atracclôn_ 
entre el grupo aunlno protonado y el fosfato de la PC.
El colapso de la monocapa con 8% de EA nq es 
slgnlficatlvamente dlstlnto del de la lecltlna pura. / 
Sln embargo el correspondiente a la del 25%, a dlferen 
cia de lo que ocurre con DCP, no refieja un comporta- 
mlento Ideal, lo que puede ser Indicative de que la EA 
y la PC son parclal o totalmente Inmlsclbles. La prime 
ra de estas opclones, parece la mâs probable, ya que / 
no se aprecla el colapso parclal de la PC pura.
Con el extracto presents en el subfase, la / 
monocapa con 8% de EA es mâs expandIda que la corres- 
pondlen^e sobre teunpôn, pero no llega a a-lcanzar el /
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grado de expanslôn que la PC. Ello podrîa significar / 
que se estâ estableclendo un impedimento para la pene- 
traclôn de la aglutinlna. En térmlnos de Incremento / 
porcentual de ârea, el efecto expansor es Independlen- 
te de la preslôn superficial. En el caso de la monoca­
pa que contlene EA en un 25% se aprecla un efecto ex­
pansor que aumenta con la n. La probable Inmlsclbllldad 
del slstema, nos ha Impedldo llevar mâs allé el anâll- 
sls de los datos,en este caso particular.
D I s c U s I O N  D E  R E S U L T A D O S
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS
Aspectos bâslcos
El extracto de semlllas de JMyrtus communis / 
posee una elevada capacldad hemaglutlnante que no es _ 
especlfIca de especle ni de grupo. Ademâs, es capaz de 
Interacclonar con dlstlntas fracclones llpldlcas y 11- 
poprotelcas del suero, preclpltândolas. Su activldad / 
sobre la membrana plasmâtlca se pone tamblên de manl- 
flesto por su capacldad de alterar las caracterlstlcas 
de tlnclôn de este orgânulo en dlstlntas cêlulas.Todos 
estos hechos, y muy partlcularmente la activldad hema­
glutlnante,. han llevado a postuler la exlstencla en di 
cho extracto de una sustancla claslfIcable como lectl- 
na. Las caracterlstlcas de sus diverses acclones, rese 
nadas esquemâtlcamente mâs arrlba, son las que nos han 
conducldo, a pensar en la posibilidad de que la aglutl 
nlna pueda Interacclonar con la blcapa lipldtca que / 
constltuye el soporte bâslco de la estructura de là _ 
membrana. ' •
Aunque una Interacclôn directe lectlna-blcapa 
puede no presentarse en todos los casos —  de hecho la 
mayor parte de las lectlnas mâs estudladas son Incapa- 
ces de actuar sobre llposomas constltuldos exclusive-, 
mente por fosfollpldos —  , lo cierto es que slempre / 
existe una relaclôn entre las caracterlstlcas de la bi 
capa y la capacldad hemaglutlnante desencadenada por _ 
las lectlnas. Ademâs , como senala Ochoa C 176 1 , es
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mâs que probable que la unlôn de una lectlna con su re 
ceptor en la superficie de la membrana, quede establll 
zada por una posterior Interacclôn con la blcapa llpl- 
dloa. Por otra parte, como puntuallzan Schmldt-üllrlch 
y cols C 182 ), otras actlvldades desempenadas por las 
lectlnas, dlstlntas.de la hemaglutlnante, pueden ser / 
debldas a otros mécanismes de Interacclôn con la mem­
brana .
Todas estas con sIderaclone s son las que nos_ 
han llevàdo a plantearnos el estudlo de algunas de las 
caracterlstlcas de la acclôn del extracto de Myrtus / 
communis sobre modelos llpldlcos de membrana;
La principal dlflcultad con que nos heiros en 
contrado es preclScunente la de no contar con la aglut^ 
nlna purlflcada. Evldentemente este hecho supone, " a 
priori ", una merma considerable dal nlvel* de concluslo 
nés a las que se podrla hzdier llegado en el caso con­
trario. La sltuaclôn, ademâs, t&mpone un carâcter esen- 
clalmente cualltatlvo a nuestros resultados; sôlo en / 
algunas de las experlenclas se alcanza el nlvel cuantl 
tatl%o. Las deducelones que se logran, poseen por ello 
un cierto carâcter especulative. Sln embargo, en tanto 
no se dlsponga de la aglutinlna alslada y caracterlza- 
da, no podremos matlzar algunos de los hechos puestos 
de manlflesto en nuestro trabajo.
Nuestro Intento para logtar el alslamlento / 
de la aglutinlna, cuyo resultado final ha sldo la ob­
tenu lôn de un extracto con doce veces mayor activldad 
especlfIca que el que se venla utlllzando, nos permlte 
sln embargo aflrmar, que la molécula responscüble de la 
activldad hemaglutlnante posee un cierto carâcter anf^ 
fillco y un peso molecular Inferior a 10.000, como se 
dériva de sus caracterlstlcas de solubllldad y de las_ 
experlenclas de dlâïlsls y ultraflltraclôn. Pensamos /
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que puede tratarse de un oligopéptido, posiblemente un^ 
do a un resto glucldlco, como sucede en otras lectlnas. 
Las cadenas latérales de los arolnoâcldos constltuyentes 
del oligopéptido podrlan ser partlcularmente hldrofébl- 
cas. Una estructura de este tlpo puede dar cuenta por / 
una parte del bajo contenldo en detefttado por anéll- 
sls elemental del extracto, por otra, de sus caracterls^ 
tlcas de solubllldad, y flnalmente tcimblén del hecho de 
que la aglutinlna pueda ser recuperada de las matrices 
a las que prevlzunente se habla fljado, simplemente por_ 
eluolén con agua destllada.
Un grave problema qqe Inclde en la dlflcultad 
de resolver el pxoceso de alslamlento de la aglutinlna, 
es, en nuestra oplnlén, la ausencia de un método flslco 
de valoraclén especlfIca de esta sustancla. Nosotfos he 
mos abordadd esta cuestlén a partir de observaclônes / 
prevlas C 68 ) de la Influencla del extracto sobre la _ 
senal de fluore scene1a del trlptéfano. El efecto, con­
sistante en la amortlguaclôn de dlcha senal, es esenclal 
mente atrlbulble a la aglutinlna, segûn hemos demostra 
do en una prueba comparatlva de efectlvldad de très ex- 
tractos, que tenlendo la mlsma activldad aglutlnante d^ 
ferlan en cuanto a su composlclôn cualltatlva y cuanti- 
tatlva en otros compônentes. De esta forma hemos logra- 
do establecer una relaclôn activldad aglutlnante-concen 
traclôn de .extracto-amortlguaclôn de la fluorescencla __ 
del trlptôfano, que puede resultar de gran utilidâd en 
los futures Intentes de alslamlento y caracterlzaclôn / 
de la aglutinlna.
La Interacclôn del extracto del Myrtus commu­
nis con llposomas se pone claramente en evldencla por / 
un brusco Incremento en la turbldez de la dlsperslôn
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que contiens los modelo s de membrana, efecto, que pue 
de ser apreciado fâcllmente a simple vlsta. El fenôme 
no estâ asoclado a una pérdida de la activldad aglutl 
nante que, determlnadas condlclones Inlclaies de con­
centrée lén de extracto y de llposomas, puede ser to-, 
tal.Sl se reallza una experlencla dlrlglda a la compà 
raclén de très extractos con la mlsma activldad hema­
glutlnante, pero que dada su procedehcla, dlfleren en 
• el resto de componentes, los resultados que se obtle- 
nen de su Interacclôn con llposomas, reflejàn un gra­
do de efectlvldad muy similar. El descenso en la actl 
vldad es, por otra parte, funelôn de la relaclôn en­
tre la concentréelôn del extracto y la de los llposo­
mas.
A la luz de estos hechos es razonable postu 
lar que la aglutinlna contenlda ën el extracto es eseh 
clalmente la responsable del camblo sufrldo por la / 
dlsperslôn de llposomas. Esta premise constltuye la __ 
base de nuestra dlscuslôn de los resultados. Sln em-, 
bargo, somos conscientes de que algunos aspectos de / 
los mlsmos pueden estar sln duda Influldos, por las _ 
restantes especles qulmlcas que forman parte del ex­
tracto, aunque es nuestra firme oplnlôn, que los he-, 
cbos esenclaleS son debldos excluslvaunente a la aglu­
tinlna.
Caracterlstlcas générales de la Interacclôn con 
los modelos de membrana
El resultado de la Interacclôn del extracto 
con los llposomas se manlflesta, como ya se ha dlcho;
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por un fuerte Incremento en la dlsperslôn de la luz.El 
fenômeno, a la temperatura de las experlenclas, 25®C, 
es muy râpldo, como hemos puesto de manlflesto en las 
pruebas clnôtlcas, slendo la velocldad con que dlsou- 
rre funelôn, para Una concentraclôn dada de llposomas, 
de la concentraclôn del extracto. Sln embargo es muy / 
probable, que la clnétlca observada corresponda a la __ 
suceslôn de hechos subslgulentes a la Incorporaclôn de
la aglutinlna a la blcapa y no a esta etapa que, en __
consecuencla, debe ser prâctlcamente Instantânea. Este 
comportamlento nos da Idea de la fuerte tendencla que 
muestra la aglutinlna a Interacclonar con la estructu- 
ra llpfdica.
La magnltud de la Interacclôn, depende tan­
to de la concentraclôn de extracto como de llposomas . 
Para una concentraclôn dada de èstos, aparece un fenô­
meno de saturaclôn. La relaclôn, entre las concentra-__ 
clones de extracto y de llposomas, a la que tlene lugar 
el comlenzo de la menclonada saturaclôn, es prâctlca-, 
mente constante en las experlenclas reallzadas con dis 
tintas concentraclones Inlclales de llposomas. Aunque 
es tentador el estlpular, a partir de este dato, una /
relaclôn estequlomôtrIca, la mlsma no tendrla mucho _
slgnlflcado, ya que en todo caso estarla referIda al / 
extracto y no a la aglutinlna, y la composlclôn de _ 
aquel puede, sln duda, varlar de unas preparaclones a 
otras.
Otro hecho que se manlflesta en los perfl-, 
les de las curvas de tltulaclôn es la exlstencla de un 
proceso de cooperatlvldad positiva. Al igual que en el 
caso de la clnâtlca, no podemos aflrmar que dlcha coo­
peratlvldad sea una caracterlstica de La Incorporaclôn 
de la fItohemaglutlnina a la blcapa, muy probsblemente 
son los hechos posterlores los que muestran este com-.
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portamlento. Asl, el mlsmo se puede expllcar como re- 
flejo de que la Blcapa sufra en toda su extenslôn un / 
nûmero determlnado de " defectos ", promovldos por la 
aglutinlna, antes de que la fuslôn con otra blcapa ten 
ga lugar. Evldentemente, el nômero de " defectos ", es 
funclôn de la concentraclôn de la aglutinlna.
Un Importante resultado es el obtenldo mefr^ . 
dlante el empleo de la microscopla electrônlca. Asl po 
demos observar que la consecuencla de la Interacclôn / 
de la aglutinlna con los llposomas es la fuslôn de sus 
lamelas dando lugar a estructirras multllamelares cerra 
das Y flnalmente a grandes masas llpldlcas que en rea- 
lldad conslsten en extenslones de multlblcapas. Dos he 
cbos hay que resaltar % en primer lugar que la fuslôn , 
a dlferencla de la agregaclôn, necesarlamente Implica 
a la matrlz llpldlca de la blcapa; en segundo lugar, _ 
que esta estructura no se plerde, por lo que podemos / 
aflrmar que la forma de actuar de la aglutinlna no es 
la mlsma que ejercerla un tensoactlvo. Este ôltlmo, 11 
teralmente dlsolverla la estructura de blcapa. Por lo 
tanto la acclôn de la aglutinlna es mâs sut11, poslble 
mente Introduclendo " defectos " que Impllcan a la ma­
trix llpldlca y que Inducen separaclonea de fases.
La Independencla del proceso respecto al pE 
del medlo en un ampllo Intervalo, Indlca claramente / 
que las fuerzas electrostâtlcas no juegan un papel Im­
portante en la Interacclôn de la aglutinlna con la bl­
capa del llposoma. Por otra parte, el comportamlento / 
f rente a la temperatura es tlplco de los slstema s en __ 
los qgae el ensamblaje final de sus componentes se esta 
blllza medlante fuerzas de corto alcance, y que en me­
dics acuosos tlenen su vector desencadenante en las / 
fuerzas hldrofôblcas. Es mâs, la ausencia total de _ 
cualquler slgno de Interacclôn entre la aglutinlna .y /
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los fosfollpldos cuando el medlo es de moderada poiarl 
dadiccona es el qaso del metanol, xeaflrma senslblemenr 
te la hlpôtesls de que las fuerzas hldrofôblcas juegan 
el principal papel en. la asoclaclôn de la aglutinlna / 
con la blcapa de fosfollpldos.
En sentldo estrlcto, el proceso de fuslôn / 
de blcapas no requiers que tenga lugar la penetraclôn 
de la matrlz llpldlca por la especle desencadenante / 
del fenômeno. Concretamente, el Ca^^ promuove la fu- , 
slôn de llposomas con grupo polar ckrgado negatlvsunen- 
te y es obvie que el Ca^^ no puede penetrar al Interior 
llpldlco. Este lôn, por el contrario, no desencadenà _ 
la fuslôn de llposomas formados por fosfollpldos que , 
como la PC, no tlenen una carga neta asocladaa su gru 
po polar. En camblo la fuslôn de llposomas con composl 
dôn mix ta PC/PS, si puede ser promovlda por el Ca^^ . 
En este caso al fenômeno estâ llgado a una separaclôn 
de fases que tlene lugar en el piano de la bloapa (191) .
No obstante, la mayor peurte de las sustan- 
clas qulmlcas que provocan la fuslôn de llposomas, rea 
llzan su acclôn prevla Incorporaclôn a la matrlz llpl­
dlca Cl.9a L.
El extracto de semlllas de Myrtus communis, 
cuando se encuentra dlsuelto en una subfase acuosa,pro 
voca la expanslôn de una monocapa de fosfollpldos .Nues^  
tra hlpôtesls es que la aglutinlna puede penetrar entre 
las molêculas de fosfollpido, pero mantenlendo parte / 
de su propla estructura en la proxlraldad de los grupos 
polares. Qulzâs se mantenga unlda a la interfacle me­
dlante ese kipotético grupo polar que hemos postuiado^ 
anterlormente. En relaclôn con esto es sorprendente / 
que una molécula que puede penetrar la monopapa de otro
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compuesto,'y a la que se le reconoce un carâcter anfl 
fllico, no forma monocapa por sî mlsma. Realmente no_ 
podemos dar una expllcaclôn a este hecho, excepto el 
'apuntar la posibilidad de que la aglutinlna muestre _ 
dlstlnta conformaclôn en un medlo acuoso y en un me-, 
dlo apolar. SI es asl , el camblo debe ser reversible, 
ya que la utlllzaclôn dé dlsolventes orgânlcos no al­
tera la posterior activldad hemaglutlnante evaluada / 
en medlo acuoso. Un camblo semejante al apuntado pue­
de suceder en la monocapa.
Evldentemente se podrla renunclar a este ar 
guroento, si se aceptara que la Interacclôn con la mono 
capa tlene lugar, tan sôlo, a nlvel de los grupos po­
lares. Sln embargo, esto no es probable, de hecho en_ 
monocapas de DPPC, DCP, e Incluse de colesterol, asl^. 
tlmos a un autêntlco proceso de expulsiôn de la àglu- 
tlnlna desde su poslclôn original a la fase acuosa. _ 
Es mâs, los sucesos que tlenën lugar a altas preslo-, 
nés superflclales en las monocapas de PC, son muy re­
levantes . La presencla del extracto en la subfase con 
duce, en nuestra oplnlôn, a la aparlclôn de una situa 
clôn de Inmlsclbllldad en la monocapa, que se détecta 
por la exlstencla de un precolapso tlplco de la PC el 
cual va desapareclendo a medlda que aumenta la concen 
traclôn de extracto en la subfase. Flnalmente, sôlo / 
se détecta un colapso que tlene lugar a presiones y _ 
âreas superflclales mayores. Estos hechos no pueden / 
expllcarse si no se admlte que la aglutinlna ha Intro 
ducldo al menos parte de su estructura entra las molé 
culas del fosfollpido. En esa sltuaclôn, se producl- 
rîa una asoclaclôn con las molêculas llpldlcas mâs / 
prôxlmas de forma que el complejo aglutinlna - fosfo­
llpido, no résulta miscible con el resto del slstema, 
consfltuldo por molêculas de PC libres. La causa de _
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esta inmlsclbllldad, tlene que estar asociada con el_ 
efecto que sobre la translciôn de fase de la DPPC, he 
mos puesto de manlflesto en este trabajo, y del que / 
hablaremos mâs adelante. Es muy probable que el esta- 
do flslco de las cadenas de las molêculas de PC asocla 
das Intlmamente con la aglutinlna dlflera de las del_ 
resto, slendo 6sta la causa de la Inmlsclbllldad.
La posibilidad de que las molêculas de fos­
follpido adyacentes a molêculas protelnlcas, estên en 
un estado flslco dlstlnto de las del resto de la blca 
pa, ha sldo Invocada por dlstlntos autores para expl^ 
car efectos de modulaclôn de la permeabllldad de mem- 
branas blolôglcas y de funclones enzlmâtlcas que tle­
nen lugar en las mlsmas ( 252 ); el mecanlsmo de ac-, 
clôn de los anestêslcos locales ( 253 ); y la acclôn 
de la Con A sobre llposomas de DPPC ( 160 )
Efecto de catlones dlvalentes y azücares
La presencla de Ca^^, Mg^^ ô Mn^^ en el me­
dlo en el que tlene lugar la Interacclôn, no es Impres^  
clndlble para que la mlsma tenga lugar. Esto podrla / 
apoyar la Idea de que la aglutinlna ejerce su acclôn 
en su forma monomêrlca, a dlferencla de lo que sucede 
con algunas otras lectlnas y muy concretamente con la 
Con A. Se observa, sln embargo, que a concentraclones 
bajas estos catlones tlenen un llgero efecto negative 
sobre la magnltud de la Interacclôn. Dado que el orden 
de efectlvldad en esta acclôn es el mlsmo que se ob-, 
tlene para la fuslôn de llposomas de PS y PA, y que / 
en primera etapa estâ llgado a la exlstencla de car­
ga negatlva neta en su superficie, pensamos que es /
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preclsaniente el bloqueo de la carga neta, confer Ida a 
nuestros llposomas per el DCP, la causa de esta dlsml 
nuclôn en la acclôn de la aglutinlna. Corao por otra / 
parte el bloqueo de dlcha carga negatlva séria un faç . 
tor favorable en cuanto que supone la abollclôn â,e la 
barrera ehergétlca que han de superar los llposomas / 
en la agregaclôn prevla a la fuslôn de sus blcapas, _ 
ceibe suponer que el efecto negatlvo afecta a la Incor 
poraclôn de la aglutinlna, posiblemente porque ésta / 
posea un grupo lonlzable cargado posltlvamente con lo 
que su acceso a una blcapa cargada negatlvamente séria 
mâs favorable que a una blcapa sln carga superflclal_ 
neta. La hlpôtesls de la exlstencla de dlcho grupo 16 
nlco, se ve reforzada a la vlsta de los estudlos rea- 
llzados con monocapas de DCP y E.A.
Por su parte, nlnguno de los azûcares mono- 
mêrlcos ensayados es capaz de Inhlblr la acclôn de la 
aglutinlna sobre los flposomas, de la mlsma manera / 
que son Incapaces de Inhlblr su acclôn hemaglutlnante. 
Esta claro, que en este ôltlmo caso la Inhlblclôn, de 
produclrse, podrla suponer la competlclôn por un sltlo 
de unlôn sobre la aglutinlna, pero tauoblôn podrla te- 
ner lugar medlante un efecto alostérlco. En la primera 
sltuaclôn es évidente que el bloqueo del sltlo de / 
unlôn no tlene porqué Incldlr sobre la capacldad de _ 
la aglutinlna para penetrar la blcapa, pero en la se- 
gunda hlpôtesls si podrla hacerlo.
La ausencia de cualquler efecto signlfIcatl 
vo estâ en la llnea de la observaclôn reallzada por / 
Ochoa C 176 ) en cuanto que las lectlnas que no son _ 
Serolôglcamente especlfIcas, ni tampoco son qulmloes- 
peclflcas " In vitro ", son las que muestran mayor ca
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râcter hldro£6blco. La aglutlnlna contenida en las se 
mlllas de Myrtus conmmnis respotide a este esqueina.
Efecto de la coroposlcldn de los modèles
La magnltud de la Interacclôn del extracto_ 
con llposomas de DPPC, a temperaturas por debajo de / 
su translcldn de fase es algo inferior que en el caso 
de liposomas de PC a las mlsmas temperaturas, range _ 
en el que este ûltlmo' sistexoa tiene su matriz lipfdi- 
ca en estado fluido. Esto puede estar relacionado con 
una mener capacidad de la aglutinina para penetrar en 
tre las rooléculas de DPPC, ordenadas en el estrecho / 
empaquetamiento que supone la fase gel. Un refieje de 
elle puede ser la paulatina expulsidn de moléculas de 
aglutinina que tiene lugar en la monocapa de DPPC a _ 
medida que aumenta la presiôn superficial y con ello 
el grado de condensacidn de lâs moléculas de fosfoll- 
pido. Algo similar ocurre en las monocapas de DCP, eu 
yas moléculas también poseen dos cadenas , totalmente 
saturadas, de 16 étoraos de carbono. La fuerte interac 
cién entre las cadenas dificulta en ambos casos el ac 
ceso de la aglutinina.
Un efecto semejante pudiera explicar la me- 
nor expansién que sufren las monocapas de PE respecte 
de las de PC. Sin embargo en este caso la responsabi- 
lidad no parece atribuible a las cadenas hidrocarbona 
das, que como las de PC, se encuentran en fase de cris 
tal-llquido a la temperatura de las experiencias,.deb^ 
do a su riqueza ën insaturaciones. El hecho de que la
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PE, tanto natural cono slntétlcas, de monocapas mâs / 
condensadas y posea temperaturas de translcldn de fase 
superlores a las de sus homélogas de PC, se .atrlbuye a 
la ^ Iferencla en el grupo polar, que en el caso de la_ 
PE permlte una atraccldn entre las cargas de los gru-, 
pos fosfato y amina de moléculas adyacêntes. En cual- 
quler caso, el empaquetamiento résultante inhibe en / 
clerto grado lapenetraclén de la aglutinina. La ausen- 
cla de efectos signlficativos sobre el colapso de la / 
monocapa de PE, es, iin duda, consecuencia de lo que _ 
aoabamos de decir. Obsérvese que aûn en presencia del 
extracto, la monocapa de PE résulta més condensada que 
la de PC realizada sin que la subfase lo contuviera.
Por otra parte, aunque las monocapas mixtas 
de PC/PE parecen seguir un comportamiento ideal, cuan- 
do la subfase consiste Sôlo en el medio tamponado, es- 
to no es asl, cuando en ella inclulmos el extracto, de 
forma que no cumple la régla aditiva calculada a par-, 
tir de las éreas de los ccxnponentes puros, modificadas 
por la presencia del extracto. En nuestra opinién esto 
se debe a los fenémenos que tienen lugar en la zona de 
los grupos polares y que encierran dos efectos. El pr^ 
mero de ellos se debe al hecho de que en las monocapas 
mixtas pueden seguir establecléndose las relaciones de 
atraccién entre los grupos amina protonados y los gru­
pos fosfato, pero ahora implicando a algunos de estos 
pertenecientes a la PC. Ello podrla conllevar un cier- 
to efecto de condensacién. Sin embargo la experiencia 
no lo pone de manlfiesto. Las monocapas mixtas PC/PE , 
en tampén, muestran comportamiento ideal. Pero no pode 
mos olvidar que debido precisamente a esa interaccién, 
la monocapa mixta puede adquirir cierta carga superfi­
cial neta positiva por medio de los grupos trimetil _ 
amonio, de manera que el efecto repulsivo entre ellos
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equlllbrarla la sltuacién. Esta barrera de carga posi­
tiva puede dificultar de forma notable @1 acçeso de mo 
léculas de aglutlnlna, ya que en base a los resultados 
obtenldos con monocapas de DCP y EA, parece lôglco po3 
tular la exlstencla en aquellas de una carga positiva. 
Como en definitive la magnltud de la menclonada barre­
ra depende de las proporclones relatives PC/PE, de for 
ma similar varlarâ el efecto provocado por la agluting 
na sobre las monocapas mixtes.
Las consecuenclàs de la inclusidn de una es- 
pecle cargada, DCP 6 EA, en los modelos ya han sido am 
pllamente tratadas en la exposicidn de los datos de mo 
nocapas, asl como en varias ocasibnes a lo large de es 
ta dlscuslén de resultados. A la luz de las conclusio- 
nes que se derlvan, es mâs comprensible ahora el com-, 
portamiento obtenldo con el sistema de liposomas. Evi- 
dentemente, la marcada dëpendencia que muestra la inte 
raccldn con respecte a la carga superficiel de estos, 
es esencialmente debida a la barrera electrostâtica / 
que es precise veneer para que se produzca la agrega- 
cl6n de los liposomas y posterior fusidn de sus lamé-, 
las; sin embargo, la mayor pendiente de la grâfica en 
el caso de liposomas cargados positivaniente refleja, / 
sin duda, la. difIcultad que dicha carga supone para la 
incorporéei6n de la aglutinina, en forma semejante a 
lo que ocurre en las monocapas que contienen EA.
El efecto que se dériva de la inclusiôn de / 
colesterol en la composicidn de los modelos, es de gran 
interés, y cursa de forma semejante en liposomas y en_ 
monocapas. En ambos casos, la presencia de colesterol_
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en proporclones Inferlores 6 Iguales al 37% en liposo-, 
mas, y al menos del 25% en monocapas, no Influye en la 
capacidad de la aglutlnlna para provocar la fusldn de / 
aquellos, ô el efecto expanslvo sobre las ûltimas. Sin 
endbargo, cuando la proporclôn molar fosfollpldo/coleste 
roi es de 1 :1 , es declr, cuando el colesterol represen­
ts el 50% Cmol/mol > de la composlolén llpldlca del iro 
delo que se trate, la efectlvldad de la aglutlnlna dls- 
mlnuye apreclablemente.
Es importante roencionar aqul, que también la 
2+capacidad del Ca para InducIr la fusiôn de llposomas_ 
de PS/Colesterol C 1:1 ), es notablemente Inferior a la 
puesta de manlf les to en ausencla del esterol C 252 )
De la mlsma marnera, el Importante aumento de la permea- 
bllldad de Na a través de blcapas de PS, -proroovldo por 
la apoproteîna de la principal lipoproteîna de la mie11 
na, dlsmlnuye cinco veces cuando el colesterol constltu 
ye el 50% C mol/mol ) de la blcapa, siendo el efecto de 
su incluslôn aün mayor sobre los cambios provocaâds por 
otras proteînas C 252 ) .
El papel que parecen desempenar los esteroles 
en las membranas blolôglcas, y muy concretamente el co­
lesterol, ha sido estudlado muy extensamente 1252, 254). 
Los datos obtenidos permlten establecer que la prlncl-, 
pal mlslôn desempenada por el colesterol es de naturele 
za eshructural ; concretamente, parece actuar raôdulandp 
el estado de fluidez de la bicapa lipldlca , ejerciendo 
un clerto papel de amortl^ador de ceuoblos bruscos , en 
un parémetro tan importante para el normal desarrollo / 
de muchas de las funciones desempenadas por/6 en la mem 
brana. De esta forma , la presencia de colesterol régu­
la procesos como el transporte paslvo , el transporte / 
medlado, la actlvldad de enzimas unidos a la membrana , 
e Incluso la fragllidad osmôtlca de este orgénulo . La
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utlllzaclôn de modelos de membrana, ha permitido esta­
blecer que el colesterol aumenta la rlgidez y el grado 
de orden de las cadenas hldrocarbonadas de los fosfol^ 
pidos, cuando estos se encuentran en la mesofase de / 
cristal-llquldo. En el estado sôlldo 6 gel de Ids llpj^  
dos, que en la mayor parte de los casos es fislolôglca 
mente Irrelevante, el colesterol actûa como fluidlflca 
dor, probablemente al perturbar la regularldad estruc- 
tural del sistema.
Se han propuesto distintas relaciones este-_ 
quiométricas para el complejo formado por la lecitina 
y el colesterol t 254, 255 ), siendo la que correspon­
de a una proporciôn 1 :1 , la que mayor evidencia exper^ 
mental ha recibido,por lo que se refiere a dispersio- 
nes acuosas ( 249, 254, 2^5 ). Recientemente, Gershfeld 
C 255 ), ha postulado que el complejo estable lecitina- 
colesterol en dispersiones acuosas, corresponde a una_ 
estequiometrla 2:1 , independienteroente del mêtodo y / 
temperatura usada para la preparaciôn de la dispersiôn 
lipldica. Segün este autor, sin embargo, cuando la pre^  
paraciôn se realize por sonicaciôn aparece el complejo 
1:1, que séria metestable. En monocapas, la mayor parte 
de los datos expérimentales sugieren bambiên la forma- 
ciôn del conq;>lejo 1:1 ( 249, 261 ) .
Por tanto, en una mezcla lecitina:colesterol, 
cuando la proporciôn de este es inferior al 50% ( mol/ 
mol }, se t#ndré moléculas de lecitina libres y comple 
jos lecitina:colesterol. El sistema en estas condicio- 
nes consiste en dos fases inmiscibles con sus corres- 
pondientes limites de fase. Algo semejante ocurre cuan 
do la proporciôn de colesterol excede del 50%, sôlo / 
que, naturalmente, el componente en exceso, que confi­
gura una de las fases, es el colesterol. La faise que _ 
se halla en menor proporciôn se encuentra dispersada /
2 7 0
en forma de pequenos " Islotes " (5 " raclmos " en el / 
séno de la otra ( 249, 254, 255 ).
Tenlendo en cuenta todo esto, es fâcll inter 
pretar lo que ocurre a nuestros modelos de membrana en 
presencia del extracto. Cuando la proporciôn de coles­
terol es inferior al 50%, la aglutinina puede actuar / 
sobre la lecitina que no forma parte del complejo, y __ 
ademàs su acciôn se ve facilitada por la existencia de 
los limites de fase, verdaderos defectos de continui- 
dad en la estructura de la blcapa que facilltan los / 
procesos de fusiôn de liposomas y la penetraciôn de la 
aglutinina en la monocapa. Por el contrario cuando la 
proporciôn del esterol alcanza el 50%, la particular / 
estabilidad de la bicapa y cohesiôn entre las moléculas 
de sus fosfollpidos, dificulta la actuaciôn de la aglu 
tinina porque la misma no puede apenas penetrar en su 
interior.
Efecto sobre la transieiôn de fase de la DPPC
Tanto el resultado obtenido por la técnica / 
de monocapas, como el logrado en liposomas utilizendo 
el roarcador fluorescente ANS, manifiestan muy claraunen 
te que el efecto provocado por la aglutinina tiende a 
hacer desaparecer las diferencias entré dos estados / 
de distinto grado de ordenaciôn: el estado condensado 
gel y el estado fluido cristâl-llquido. Asl, con los_ 
liposomas comprobamos que el rango de tempera tura s en 
el que ambas fases pueden coexlstir aumenta, y por me 
dlo de las monocapas com^robaueos, también, que a una 
temperatura dada, el paso de un estado expandido a / 
otro condensado se realize paulatinamente, sin exis-
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tencla de una translclôn de fase. El resultado es de / 
la mayor Importancla porque permite interpretar la eau 
sa que provoca la fuslÔn de los liposomas.
Papahadjopoulos y cols C 256 ), en un intere 
santé trabajo en el que estudîan la posible relaciôn / 
entre los efectos provocados por distintas proteînas _ 
sobre la transiciôn de fase de fosfolîpidos, expansion 
de sus monocapas, e influencé a sobre la permeabilidad 
de liposomas, encuentran que la apoproteîna de la prin 
cipal lipoproteîna de la mielina, aumenta el rango de 
tempera tura s en el que tiene lugar la transiciôn de fa 
se de liposomas de OMPC y DPPC, sin que se llegue a mo 
dificar sensiblemente el valor de la temperatura crîti 
ca a la que dicha transiciôn se produce, aün cuando / 
llegue a representar un 50% en peso del sistema. Ellos 
interpretan los resultados calorimétricos como indica- 
tivos de que la apoproteîna, aunque embebida en la bi­
capa — - puede penetrar en monocapas de PS provocando / 
una expansiôn de hasta un 60% — , no perturba el empa- 
quetamiento de las cadenas acîlicas de una forma gene­
ral, por lo que Te no varîa apenas. Las moléculas de / 
fosfolîpido alrededor de la proteîna embebida pueden _ 
estar més fuertemente unidas a ella, 6 quizés relative 
mente inmovilizadas por la proteîna C 257 ). En conse­
cuencia no participarîan en la fusiôn, de carâcter coo 
perativo, del global de las cadenas. Al dismlnuir la / 
unidad cooperative surge la mayor anchura de la transjL 
ciôn. Estos autores calculan en un 6% esta disminuciôn 
en el caso de liposomas de DPPC, lo que es consistante, 
dado su reduc ido Va&Oi) , con la suposiciôn de que esta 
proteîna no altera sensiblemente el orden a largo al-, 
cance de la bicapa.
También, es importante resenar que la apopro 
teîna provoca un aumento de 750 veces en el flujo de /
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salIda de Na^ en liposomas àe PS.( 252 )
En un trabajo posterior Papahadjopoulos y _ 
cols C 258 ) demuestran que la presencia de la apopro­
teîna induce la progresiva mezcla de moléculas de DMPC 
y DPPC a partir de dos poblaciones de liposomas consti 
tuidas, cada una de elles por los respectivos fosfoll­
pidos , llegando a la conclusiôn de que lo que ha teni- 
do lugar es un proceso de fusiôn de las bicapas, aunque 
no puede excluirse un mecanisroo alternative envolvien- 
do una simple difusiôn molecular. En cualquier caso, _ 
como senalan Papahadjopoulos y cols ( 190 ), es aün / 
muy pronto para generalizar los posibles efectos que _ 
distintas proteînas pueden ejercer sobre la fusiôn de 
mezAranas de fosfollpidos. No obstante, y esto es impor 
tante, la evidencia experimental existente hoy dîa, in 
dica que proteînas y oligopéptidos promueven la mezcla 
molecular entre liposomas, y que este efecto puede es­
tar relacionado con la fusiôn.
A la vista de todos estos hechos es évidente 
que se puede trazar un clarô paralelismo entre las for 
mas de actuar de la apoproteîna hidrofôbica del princi 
pal proteolîpido de la mielina y la aglutinina de las 
semillas del Myrtus ccxomunis: las dos expanden notable 
mente mopocapas de fosfollpidos naturales; las dos pro 
vocan un incremento en el rango de temperatures en el 
que tiene lugar la transiciôn de fase de la DPPC, pero 
sin varier apenas el valor de Te, lo que es reflejo de 
que en ambos casos no se altera la estructura global / 
de la lamela. El punto comûn entre ambas esté, sin du­
da, en su carâcter parcialmente hidrofôbico, que les / 
permite penetrar la bicapa e Interaccionar con el redu 
cido ndmero de moléculas de fosfollpidos situadas, a 
modo de anillo, alrededor de ellas. Finalmente, ambas 
promueven la fusiôn de liposomas. Respecte de este he-
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cho, hay que recorder, que la Con A, una de las lecti- 
nas més estudiadas, también provoca la fusiôn de lipo­
somas de DPPC, dando lugar a grandes masas de lîpidos 
que mantienen la estructura de multibicapas C 160 ).
Para que dos bicapas se fusionen, es necesa 
rio que su interiorhidrofôbico, las cadenas de écidos 
grasos, se ponga en contacte uno con otro. En una bi­
capa de fosfolîpido puro, en estado fluido, este es / 
un suceso muy iqiprobable porque la lamela adquiere u- 
na conformaclôn que minimize la exposiciôn de los gru 
pos hidrofôbicos al medio acuoso. Lo mismo se puede de 
cir de una bicapa que se encuentre en estado sôlido. / 
Sin embargo. Se ha demostrado que en bicapas de fosfo 
llpido extendidas, ô de radio de curvatura grande, pue 
den coexistir, dentro del piano de la bicapa, regiones 
sôlidaa y fluides en equilibrio entre si C 259 ).Estas 
regiones, son habltualmente pequenas en nûmero, siendo 
también pequeSo su tiempo de vida. Ello es indicetivo_ 
de que la energla libre de los correspondienteS limi­
tes de fase es àlta, por lo que es razonable suponer / 
que en dichos limites pueda tener lugar una exposiciôn 
parcial de restes hidrofôbicos al medio acuoso. De es­
ta forma, las regiones que se constituyen como limite 
de fases entre zonas en estado fluido y sôlido, pueden 
actuar como lugares en los que se inicien procesos de_ 
fusiôn. :
En el rango de temperatures on el que tlene_ 
lugar la transiciôn de fase de los fosfollpidos, la fa 
se gel, sôlida, y la fase de cristal-llquido, fluide , 
coexisten en equilibrio. Podrlamos resumir la sucesiôn 
de hechos que tienen lugar de la siguiente manera (259): 
la fusiôn de la bicapa, en fase gel, comienza con la / 
apariciôn de una serie de huecos y defectos, en lo que 
llamarlamos por similitud su red cristalina, a tempera
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turas por debajo de To, la temperatura a la que tiene 
lugar la fusiôn global. Se forman asl, un clerto nûme­
ro de pequenas regiones en las que el llpido se encuen 
tra en fase de cristal-llquido, y que actuan de nûcleos 
para el crecimiento de la fase fluida. A medida que la 
temperatura aumenta, estos nûcleos crecen, bien por di 
fusiôn molecular ô por algûn otro mecanismo, hasta que 
finalmente la transiciôn se compléta.
Como consecuencia de la coexistencia de las_ 
dos fases en toçla la transiciôn, junto con sus corres- 
pondientes limites, en ese rango de temperatures una / 
dlversidad de prOcesos muestran un comportamiento par­
ticular. Asl, la permeabilidad de iônes y pequenas mo­
lécules aumenta anormalmente, tanto en liposomas ( 244, 
251 ), como en membranas naturales ( 262, 263 1 ; tam­
bién el transporte de cationes facilitado por el anti- 
biôtico valinomicina es superior cerca de Te C 264 ) ; 
y finalmente, la velocidad de fusiôn de liposomas de / 
OHPC promovida pôr el âcido mirlstico, t 214, 265 ), __ 
asl como la motivada por la Con A en los de DPPC(160), 
es miâxima en la transiciôn de fase. En realidad, todas 
las sustancias que dan lugar a la fusiôn de liposomas 
ô incluso de membranas"biolôgicas, influyen sobre la / 
transiciôn de fase de los fosfollpidos C 190 ).
Todos estos hechos se interpretan en base a 
la existencia de los mencionados limites de fase, que_ 
apareoen asl, como auténticas fallas en el piano de la 
memtrana. Las moléculas de fosfollpidos que forman par 
te de ellos, deben tener conformaciones —  afectando a 
las cadenas y a los grupos polares — , que son distin 
tas, y quizés intermedias, entre las que adoptan en / 
las regiones sôlida y fluida.
La aglutinina del mirto, que puede penetrar 
la bicapa y formar un complejo con las moléculas de /
17
fosfolîpido, de lo que résulta una inmlscibilidad en _ 
el piano de la membrana, podrla estabillzaf esas con­
formaciones intermediaS facilltàndo asl la fusldn de / 
los liposomas.
Consideraclones finales
La aglutinina contenida en las semillas del_ 
Myrtus commuais, debe ser encuadrada dentro del grupo 
de las que no muestran especificidad seroldgica ni es- 
pecificidad qulmica, y que son precisamente las que ex 
hiben un mayor carâcter hidrofôbico. Su asociaciôn con 
la membrana del eritrocito puede tenez lugar en dos lu 
gares distintos. De forma especlfica se puede unir a / 
los restos glucldicos de las glicoprotelnas y glicoll- 
pidos constituyentes de la membrana celular promovien- 
do por esta via el proceso de aglutinaciôn. For otra / 
parte, puede unirse a este orgânulo, de forma no espe­
clf ica, a travâs de la bicapa lipldica. Halperin y -, 
Shaltiel ( 260 ) han demostrado la existencia de âreas 
hidrôfobas en la superficie de eritrocitos, que permi- 
ten su dlscrtminaciôn mediants cromatografla de afini- 
dad. Esta uniôn no especlfica a la bicapa, sin duda, __ 
puede influir en un aspecto esencial de la misma como 
es su estado de fluidez, con la posible.incidencia que 
ello puedé tener sobre el propio fenômeno de la aglutj^  
naciôn.
Schmidt-üllrich y cols C 182 ), han demostra 
do la existencia de estos hechos en la uniôn de la Con 
A a membranas de timocitos, probando que en condicio- 
nes de saturaciôn, del 60 al 75% de la lectina estâ / 
asociada con_lugares distintos de la glicoprotelua que
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constltuye su receptor habitual, y que el nuevo recep­
tor tiene que ser la blcapa llpldlca. En este caso,los 
autores atribuyen a esta ûltlma uniôn los efectos de / 
aglutinaclôn y toxlcldad,. mien tra s que sugieren que la 
uniôn a la glIcoprotelna séria la responsable, a través 
de un mecanismo transmembrana, de la estlmulaclôn mlto 
génlca. El carâcter hidrofôbico de la Con A y sus posl 
bles impllcaclonés blolôglchs'ha comenzado a ser ôstu- 
dlado recientemente C 73 ).
En cualquier caso, parece évidente que, como 
seSala Ochoa C 176 ), es preclso en el futuro plantear 
se el estudlo de la Interacciôn lectlna-membrana, con 
una vlslôn mâs amplla de la que hasta hoy se ha apiIca 
do, ponlendo especial atenclôn en las poslbllldades y 
consecuenclas que puede tener su interacclôn hidrofôbl 
ca con la bicapa lipldlca. En este sentldo, el empleo 
de los modelos de membrana résulta impresclndible.
2\1
C O N C L Ü S I O N E S
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CONCLÜSIONES
1.— A partir del polvo de semillas de Myr
tus communis y apllcando un método de extrac- _ 
clôn suceslva con disolventes orgânlcos, se ha 
obtenldo un producto, cuya actlvldad especlfica 
es doca veces superior a la del extracto bruto, 
con el que anteriormente se venla trabajando. _.
2 La propledad que présenta el extracto 
de mirto de amortlguar la fluorescencla del 
Trlptôfano, y que segûn nuestros resultados, es 
atribuible a la aglutlnlna, puede ser utllizada 
como método de valoraciôn slempre que las dls-_ 
tintas preparaciones sean homogéneas.
3.— El extracto, Interacclona con bicapas
de fosfollpidos puros, con pérdida paralela de 
la actlvldad hemaglutinante. Postulâmes que la_ 
fItohemaglutlnina es la sustancla responsable / 
de dicha interaccién. Como consecuencia de ésta, 
se provoca la fuslén de los liposomas. La magni 
tud del efecto, depende de la concentraclôn de 
exttacto y de liposomas.
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4.— Los resultados obtenidos mediante la_
técnica de capas monomoleculares, nos permiten 
conclulr que existe una penetraciôn de la fito- 
hemaglutlnina, tanto en monocapas de fosfolîpi­
do puro como mixtas. En el caso de la lecitina 
el estudlo de la regién de colapso, nos informa 
sobre la Inmiscibllidad del sistema, que atri- 
buimos a la apariciôn de una nueva fase consti- 
tuida por moléculas de fitohemaglutlnina y las 
de fosfolîpido que situadas en su entorno prôx^ 
mo estén fIrroemente asociadas a aquellas.
5.— De las propiedades de solubilidad de_
la aglutinina, de su forma de actuar sobre los 
modelos de membrana, y de la influencia de los_ 
cambios de pH y temperatura sobre la interac- / 
cién, se deduce, que las fuerzas que gobiernan 
ésta ûltime, son esencialmente de naturaleza hJL 
drof6bica.
6.— La magnltud del efecto provocado por_
la aglutinina sobre el modelo de liposomas, no 
se ve slgnificativamente alterada por la prèsen 
cia de Ca^^, Mg^^ 6 Mn^^ en el medio.
Aslmismo, ninguno de los azûcares mo- 
noméricos que habltualmente inhiben la acciôn / 
de las lectinas, afecta, en nuestro caso, a la 
magnltud de la interacclôn con los liposomas.
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7.— Cuando el colesterol forma paurte de la
composlclén, tanto de liposomas como de monoca­
pas, en proporclones Inferlores al 50% (mol/mol) 
su presencia no ejerce efecto sobre la acciôn de 
la aglutinina. Por el contrario, para la relà- , 
cldn PC : Colesterol 1:1, la fusiôn de los lipo 
somas, y la penetraciôn de la monocapa se ven / 
considerablemente reducIdas, como consecuencia _ 
del efecto condensante provocado por el esterol.
8 ,— Los resultados obtenidos con monocapas
puras de DCP y EA, y con mixtas de PC : DCP y / 
PC : EA, pueden ser explicados admitiendo la exi£ 
tencla de una carga positiva en la molécula de _
.aglutinina.
9.— La transiciôn de fase de la DPPC, en /
ambos modelos, se ve difuminada por la incorpora 
ciôn de la fitohemaglutlnina, sin que se modifi- 
que la temperatura crltica a la que tiene lugar. 
El efecto, consiste fundamentalmente, en la flui^  
difIcaciôn de la fase " gel ".
10.— El conjunto de nuestros resultados nos
permite deducir, que la molécula de aglutinina , 
de pequeno tamano, que muestra évidentes caracte 
rlsticas anfifilicas, y que posiblemente posea / 
en su parte polar un grupo ionizable, es capaz _ 
de penetrar la bicapa lipldica, asociéndose Intl 
mamente con un reducido nûmero de moléculas de /
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fosfolîpido, alterando con ello el estado flsico 
de sus cadenas hidrocarbonadas, e induciendo / 
asl, separaciones latérales de fase, que, en el 
caso de los liposomas, conducen a la apariciôn 
de " fallas " ô defectos estructurales, en vir- 
tud de los cuales se promueve su fusiôn.
11.— En definitive, mediante el empleo de_
modelos de membrana, la hipôtesis inicial sobre 
la que hemos basado nuestro trabajo, ha recibi- 
do plena confirmaciôn. La fitohemaglutlnina del 
Myrtus ccsnmunis interacclona con la bicapa lip^ 
dica con décisives consecuenclas sobre su esta­
do estructural.
Se abre asl una importante via para / 
el estudlo, en futures trabajos, de las implica 
clones que este hecho posea, sobre el fenômeno 
de la eritro - aglutinaclôn inducida por esta / 
sustancla.
Sin embargo, para que taies, estudios 
puedan ser interpretados en forma adecuada a ni 
vel molecular, es absolutamente necesario plan­
tear se el aislamiento y caracterizaciôn de la / 
fitohemaglutlnina contenida en las semillas del 
Myrtus communis.
a q ^
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